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OZET

Saghk I. Balgam Orneklerinde Mikobakterilerin Aranmasinda GenoType
Mycobacteria Direct Test Yonteminin Klasik Tam  Yontemleriyle
Karsilastirilmasi, izole Edilen M. tuberculosis complex’de  Izoniazid ve
Rifampisin Direncinin Aranmasi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi. Mikrobiyoloji Anabilim Dali. Tipta Uzmanhk Tezi. Eskisehir 2007.
Tiiberkiilozun goriilme sikliginda son yillarda gozlenen artig, beraberinde ¢oklu ilag
direnci gosteren suslarin da yayginlasmalart ve bunlarin 6nemli sagaltim
problemlerine yol agmalari, etkenin erken tanis1 yolundaki arayislar1 hizlandirmistir.
Mikobakteriyel enfeksiyonlarin laboratuvar tanisinda direkt mikroskopik inceleme ve
mikroorganizmanin  kiiltiiriiniin  yapilmas1 geleneksel yontemler, GenoType
Mycobacterium Direct test ve MTBDR ise molekiiler yontemlerdir. Calismamizda
64 balgam 6rnegi; iki farkli direkt mikroskopi yontemiyle (karbolfuksin ve floresan),
iki farkli kiiltiir yontemiyle (LJ + Bactec 12B) ve GenoType Mycobacteria Direct
Test yontemleriyle incelendiler. Kiiltiirde iireyen orneklerde Bactec 460 TB ve
GenoType MTBDR ile INH ve RIF direnci arandi. Calismaya alinan 64 o6rnegin
alindign hastalarin 19’u kadin, 45°i erkekti. Bunlarin 48’1 direkt mikroskopik
inceleme ile pozitif olarak degerlendirildi. Bactec 12B’de 45 Ornekte iireme
saptanirken, LJ besiyerinde 41 Ornekte iireme saptandi. GenoType Mycobacteria
Direct testinde 50 6rnek pozitif olarak degerlendirildi. Kiiltiirde iireyen 45 ornekten
4’iinde RIF, 3’tinde INH direnci saptandi.

BACTEC 460 TB sistemi ve LJ besiyeri kiiltiir kombinasyonu altin standart
kabul edilerek floresan boyamanin duyarliigit %96, 6zgiilliigii %74, karbolfuksin
boyamanin duyarlilifi %80, ozgiilliigii %90, tedavi almayan hastalarda GenoType
Mycobacteria Direct testinin duyarliligi %97, 6zgiilligii %100, tedavi alan hastalarda
GenoType Mycobacteria Direct testinin duyarliligt %100, 6zgiilliigii % 14, GenoType
MTBDR testinin RIF direnci i¢in duyarlhiligi % 75, 6zgiilliigii % 100, INH direnci igin
duyarliligr %60, ozgiilliigii ise % 100 olarak hesaplandi.

Uygulanan  yOntemlerin  degerlendirilmesi  sonucunda  GenoType
Mycobacteria Direct’in ve GenoType MTBDR’nin tiiberkiillozun hizli tanisinda ve
ila¢ direncinin saptanmasinda iyi bir potansiyele sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Balgam, Mycobacteria, tiiberkiiloz, GenoType, direng



ABSTRACT

Saghk I. Comparison of the Genotype Mycobacteria Direct Assay Method with
the Conventional Identification Methods in the search of Mycobacteria in the
sputum samples, search of izoniazid and rifampisin resistance in the M.
tuberculosis complex isolated. Eskisehir Osmangazi University, Faculty of
Medicine, Medical Speciality Thesis in Department of Microbiology, Eskisehir,
2007. The increase in prevalance of tuberculosis in recent years, wide spread of
multidrug-resistant strains and important problems in treatment caused by them have
accelerated the search in rapid diagnosis of the agent. Direct microscopy and culture
of microorganism are conventional methods but GenoType Mycobacteria Direct test
and MTBDR are molecular methods in laboratory diagnosis of mycobacteria
infections. In our study, 64 sputum samples were investigated by two different direct
microscopy method (carbolfuchsin and fluorescent), two different culture method (LJ
+ Bactec 12B) and GenoType Mycobacteria Direct test. INH and RIF resistance were
searched by Bactec 460 TB in growth samples and by GenoType MTBDR. 19 of 64
patients were female and 45 were male. 48 samples were determined positive by
direct microscopy. 45 samples were positive by Bactec 12B, 41 samples were
positive by LJ. 50 samples were positive by GenoType Mycobacteria Direct test. RIF
resistance was detected in 4 and INH resistance was detected in 3 of 45 samples
which were positive by culture.

When we considered the culture combination of Bactec 460 TB system and
LJ medium as gold standart, the sensitivity of fluorescent staining was 96%, and the
specificity was 74%, the sensitivity of carbolfuchsin staining was 80%, and the
specificity was 90%. The sensitivity and specificity of GenoType Mycobacteria
Direct test, in non-treated patients were 97% and 100%, respectively. In treated-
patients the sensitivity and specificity of this test were 100% and 14%, respectively.
The sensitivity of GenoType MTBDR test for RIF resistance was 75% and the
specificity was 100%. The sensitivity for INH resistance was 60% and the
specificity was 100%. After evaluation of these methods, we concluded that
GenoType Mycobacteria Direct and GenoType MTBDR have potential in rapid
diagnosis of tuberculosis and determining drug resistance.

Key words: Sputum, Mycobacteria, tuberculosis, GenoType, resistance
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1.GIRIS VE AMAC



Tiiberkiiloz, %97-99 oraninda M.tuberculosis’in neden oldugu, degisik klinik
goriinimlere sahip, kronik, nekrotizan bir enfeksiyon hastaligidir. Bununla birlikte
en sik goriilen klinik tablo basilin akcigerlere yerlesmesine bagh gelisen akciger
tiiberkiilozudur. (1)

Eski caglarda oldugu gibi giiniimiizde de tiiberkiiloz 6nemli bir halk saglig:
sorunudur. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore her yil ortalama 8 milyon
yeni tiiberkiiloz olgusu bildirilmekte ve 3 milyon insan tiiberkiilloz nedeniyle
O0lmektedir. Tedavi gormemis pulmoner tiiberkiilozlu her hasta, yilda 10-15 insana
hastalig1 aktararak tiiberkiiloz tehdidini koriiklemektedir. Bu da tiiberkiilozu 6liime
neden olan bagslica enfeksiyon hastaligi yapmaktadir.(2,3)

Tiiberkiilozdan korunmanin en etkin yolu hastaligin erken taninmasi ve tedavi
edilmesidir. On tam klinik verilere dayanmakla birlikte, kesin tami laboratuvar
yontemleriyle konulmaktadir. Duyarliligin belirlenmesi de tedavinin yonlendirilmesi
acisindan olduk¢a 6nemlidir.(4)

Son yillarda tiiberkiiloz insidansimin ve ilacglara direngli basillerle olusan
hastaligin artmasi, tani i¢in duyarli ve hizli sonu¢ veren yontemlerin aranmasini
gerektirmistir. (5)

Calismamizda enfekte hastalardan alinan balgam Orneklerini iki farkh
yontemle (karbolfuksin ve florokrom) boyayarak direkt mikroskopik incelemeyle ve
molekiiler bir yontem olan GenoType Mycobacteria Direct Test ile bakteri varligini
erken donemde saptamayi planladik. Bactec TB 460 ve Lowenstein Jensen (LJ)
besiyerlerine ekim yaparak iiremelerini degerlendirmeyi ve hizli tam1 koymada
uyguladigimiz testlerin etkinligini degerlendirmeyi amagladik.

Tiiberkiiloz tedavisinde en onemli ilaglardan olan izoniazid ve rifampisin
direnci, tedavinin seyrini ciddi sekilde etkilemektedir. Calismamizda iireme
saptanan Orneklerde M. tuberculosis complex varligi ile izoniazid ve rifampisin
direncini es zamanl olarak 4-5 saatte saptayan molekiiler bir yontem olan GenoType
Mycobacterium tuberculosis Drug Resistance (MTBDR) uyguladik. Ayrica ayni
ornekleri Bactec TB 460’nin bir pargasi olan NAP testi ile tanimlama ve aym
sistemle izoniazid ve rifampisin direncini saptama uygulanarak bu testlerin

tanmimlama ve diren¢ varligim saptamadaki etkinligini arastirmay1 hedefledik.



Direncli suslarla enfekte bireylerde taninin gecikmesi ve tedavi basarisizligi mortalite
ve mobiditeyi arttirmakla birlikte hastaligin yayilmasina da sebep olmaktadir.
Kiiltiirtin  tamida altin  standart olmasiyla birlikte tiir ayriminda kullanilan
biyokimyasal testlerin zaman alict1 olmasi nedeniyle molekiiler yontemler etken
bakterinin hizli tanimlanmasinda ve direnc varliginin erken donemde saptanmasinda,
buna bagli olarak da uygun tedavi protokoliiniin erken donemde belirlenmesinde
yararli olabilirler. Bu sayede tedavideki baz1 aksakliklarin belli Olciide

engellenebilecegi diistiniilmektedir.

2.GENEL BILGILER



2.1.Tarihce

Tiiberkiiloz insanlik tarihinin en eski hastaliklarindan biridir. Milattan 5000
y1l Oncesine ait mumyalarda kemik tiiberkiillozunu diisiindiiren bulgular vardir.(6)
Hippocrates’in hastalik icin “phitisis” (erime) terimini kullandigi bilinmekte ve
tiiberkiilozun ~ semptomatolojisi  hakkinda  genis  bilgiye sahip oldugu
diisiiniilmektedir. (7)

Tiiberkiiloz tarihinin en 6nemli doniim noktasi, Robert Koch’un 1882’de
tiilberkiilozun, Mycobacterium tuberculosis tarafindan olusturulan bir infeksiyon
hastalig1 oldugunu kanitlamasi ile gerceklesmistir. (7)

Tiiberkiiloz, endiistri devrimine kadar sporadik goriilen énemsiz bir hastalik
olarak siirmiistiir. Ingiltere’de 16. yiizy1l sonlar1 ve 17. yiizyilda tiiberkiiloz
olgularinda biiyiik artislar gbézlenmis ve o donemdeki Oliimlerin dortte birinden
sorumlu tutulmustur. Avrupalilarin siyasi ve ticari amach gezileri tiiberkiilozun
diinyaya yayilmasina neden olmustur. (8)

1900’1t yillarin baginda hastalarin sanatoryumlarda izolasyonu ve sosyo-
ekonomik kosullarin iyilestirilmesi ile kemoterapi 6ncesi donemde her yil 6liimlerde
%5-6 azalma saglanabilmistir.  1950’lerde kemoterapinin tedaviye girisi ile bu
azalma %10-14’lere ulasmistir. 1970’lerde gelismis iilkelerde hastaligin
eradikasyonu beklenirken, 1985’ten itibaren bu iilkelerde tiiberkiiloz insidansinin
tekrar artmaya basladig goriilmiistiir.(9)

1950°1i yillarda bulunan ilaglarla hastalik 18-24 ayda %100 tedavi edilebilir
hale gelmis, giiniimiizde etkin tedavi rejimleri ile bu siire 6 aya kadar indirilmistir.
Son yillarda siirdiirillen calismalarla yeni tan1 yontemleri bulunmasi ve gelistirilmesi
konusunda 6nemli gelismeler saglanmistir. (10)

1950’nin bagslarinda izoniazid (INH) ve izleyen yillarda pirazinamid (PZA),
tiasetazon, etionamid, protionamid ve etambutol (EMB) bulunmustur. Bu kesifler
sanatoryumlarin sonunu getirmis ve tedaviler ayaktan yapilmaya baslanmistir.
Tiirkiye’de de 1970’1i yillardan itibaren aymi siire¢ yasanmistir. Kemoterapideki son
devrim 1966’da rifampisinin (RIF) kullanima girmesi olmustur. Bu kesif su anda da
uygulanmakta olan kisa siireli tedavinin yolunu a¢cmistir.(8,11) Yirminci yiizyilin
ikinci yarisinda tiiberkiilloz savasinda kazanilan bu zaferler, gelismis {iilkelerde

hastaligin siirekli bir gerileme donemine girmesini saglamistir. Ancak 1985 yilinda



evsizlik ve HIV/AIDS birlikteliginde yeniden, iistelik cok ilaca direngli olan ciddi
olgular seklinde tekrar karsimiza ¢ikmaya baglamistir. (12)

2.2.Epidemiyoloji

Tiiberkiiloz insidans1 sosyoekonomik 6zelliklere bagl olarak iilkeden iilkeye
degismektedir. Gelismis {iilkelerde tiiberkiiloz insidansinin cok diisitk olmasina
karsin, geri kalmis ve gelismekte olan iilkelerde hiz ¢ok yiiksektir. Hindistan’da
tiiberkiiloz insidans1 100.000 kiside 450’den daha fazla tahmin edilmekte(13) iken
Ingiltere’de bu rakam 12.2/100.000, Hollanda’da ve Avusturalya’da yaklagik
5/100.000’tir.(14)

Gelismis {iilkelerde tiiberkiilloz daha c¢ok yashlarda goriiliir, gelismemis
ilkelerde ise durum tam tersidir. Gog¢menler, diabet, alkolizm, bakim evlerinde
yasayanlar, immiin supresif tedavi alanlar ve AIDS gibi risk faktorleri ile insidans
artmaktadir. (12,14)

1950’11 yillarda tiiberkiiloz yurdumuzda birinci derece Olim nedeni iken,
yapilan miicadele sonucu giiniimiizde 6liim nedenleri sirasinda daha alt siralarda yer
almaktadir. (Istanbul Verem Savas Dispanseri, 1984-1985 yillar1 calisma raporu)
1950 yilinda %0.25 oraninda olan aktif tiiberkiiloz sikligi 1976’ya kadar %0.1°e
inmistir.(15) 1981- 1982 yilinda 80000 kisiyi kapsayan bir aragtirmada aktif
tiiberkiiloz riski %0.36 bulunmustur. (16)

Yillar icinde tiiberkiilozla miicadelede ©nemli ilerlemeler kaydedilmis
olmakla birlikte, Tiirkiye halen orta insidansa sahip iilkeler arasinda yer almaktadir.
Bir yanda yillik tiiberkiiloz insidanst 100/100000’{in iizerinde olan Eski Sovyetler
Birligi, Orta Asya, ve Giiney Afrika iilkeleri diger yanda insidansin 10/100000’un
altinda oldugu Bati Avrupa iilkeleri yer almaktadir. 2005 Diinya Saglik Orgiitii
kayitlarina gore Tiirkiye’de 2003 yili i¢in tahmin edilen insidans 26/100000 olarak
belirtilmistir. (17)

Yiiksek tiiberkiiloz insidansina ilave olarak, antitiiberkiiloz ilaglara direnc
oranlar1 da oldukc¢a dikkat ¢ekici boyutlardadir. Ulusal diren¢ durumunu yansitacak
veri olmamakla birlikte, farkli illerden yapilan calismalarin sonuglar
degerlendirildiginde baslangi¢ ve kazanilmis ¢ogul ilaca direng¢ oranlarinin sirasiyla

cwe

%1.3-4.8 ve %4.4-16.6 arasinda degistigi goriilmektedir. En az bir ilaca kars1 primer



ve sekonder diren¢ oranlar1 ise sirasiyla %18-26.6 ve %?28-53.4 arasinda
degismektedir.(18-20)

Yiiksek insidans yaninda primer ilag direncinin de yiiksek olmasi
tilkemizdeki bulas oranimin yiiksekligini ve tiiberkiiloz kontrol 6nlemlerinin
yetersizligini gostermektedir. Tiiberkiiloz insidansini gelismis tilkelerdeki seviyeye
diigiirmede erken tani, dogru tedavi ve etkin korunma-kontrol 6nlemlerinin 6nemi
aciktir. (18)

Son 10 yilda diinyada tiiberkiilloz konusunda onemli gelismeler olmustur.
Tiiberkiilozlu hastalarin sayilar1 ve 6liimlerinin durumu 10 y1l 6nce 6nemli bir yazi
ile giindeme gelmistir.(21) Bu yazida, diinya niifusunun iicte birinin tiiberkiiloz
basili ile enfekte oldugu belirtilmis, tiiberkiiloza bagli yillik hastalanma ve 6liimlerin
tahmini rakamlar1 ortaya konulmustur. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 6nciiliigiinde
1991°den bu yana yeni bir tiiberkiiloz kontrol stratejisi hizla yayilmis ve giiniimiizde
hastaligin kontroliiniin temel yontemi olarak kabul goriir hale gelmistir. Bu strateji,
Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisidir (DGTS). (22)

DGTS stratejisi:

1. TB kontrolii ile ilgili uygulamalar icin politik iradenin ortaya konmasi,

2. Semptomatik hastalarda bakteriyolojik tani,

3. Gozetimli kisa siireli tedavi,

4. Ucretsiz ve siirekli ila¢ saglanmasi ve

5. Kayit-raporlama-analiz sistematiginin kurulmasi, unsurlarini icermektedir.

Diinyada tiiberkiilloz artisinda dort O©Onemli unsur siralanmistir: (a)
hiikkiimetlerin hastaligi ihmal etmeleri sonucunda kontrol sistemleri kotiilesmis ve
hatta bircok yerde kaybolmustur; (b) kotii yonetilen ya da dogru yaklasimlarin
uygulanmadigi kontrol programlar1 hastaliin artist yaminda ilaca direncli
tiilberkiilozun artisina yol agmistir; (c) Tiiberkiilloz ve HIV’nin birlikte oldugu
hallerde, HIV’in endemik oldugu yerlerde tiiberkiiloz ¢ok biiyiik artis yapmustir; (d)
Niifus artig1 olgularin sayilarinda artisa yol agmistir. (23)

Sanayilesmis iilkelerde ise goclerle gelen tiiberkiiloz olgulari, o iilkelerde
artis nedenlerinden birisini olusturmaktadir. (24,25)

Tiiberkiiloz hasta sayilarindaki artiglar ve tiiberkiiloz kontrolii ¢abalarinin

yeterince basar1 saglayamamasi nedeniyle, DSO, 1993 yilinda tiiberkiiloz icin acil



durum ilan etmistir. Diinyada bir hastalik i¢in ilk kez acil durum ilan edildigi
bilinmektedir. 1994 yilinda da tiiberkiiloz savasinin yeni dogrultusunu ortaya
konmus boylece 1990’1 yillarda baslayan DGTS stratejisi uygulamalari, diinyada
hizli bir sekilde yayilmistir. (23)

Diinyadaki tiiberkiiloz hastalarinin %80’ini kapsayan, en ¢cok hastanin oldugu
ilkeler yiiksek hasta yiikii olan iilkeler olarak ele alinmaktadir. Bunlardan en ¢ok
hastanin bulundugu bes iilke Hindistan, Cin, Banglades, Filipinler ve Giiney
Afrika’dir. (26)

Tiiberkiilozun 6nlenememesindeki nedenler sdyle siralanabilir:

* Toplum sagligi ile ilgili altyap1 sistemlerindeki yetersizlikler

* Gogler

* HIV epidemisi

* Hastalan takip ve degerlendirmede yetersizlik

* Yetersiz izolasyon islemleri

* Laboratuvar imkanlarinin sinirli olmasi

* Tanm ve etkin tedavinin baglamasinda gecikme

» Kalifiye eleman yetersizligi

* Anti-tiiberkiiloz ilaglara direng.(27)

2.3.Mikrobiyoloji

2.3.1.Taksonomi

Mycobacterium’lar Mycobacteriaceae ailesindeki tek cinstir. Mycobacterium
cinsi bakterilerin temel 6zellikleri yavas iiremeleri, aside direngli olmalari, hiicre
duvarlarinda bol miktarda lipid igermeleri ve genomlarinda %59-65 GC
icermeleridir. M. tuberculosis disinda 70'in iizerinde tiir tanimlanmistir. Bunlarin
icinde major 2 patojen: M. tuberculosis (Koch, 1882), M. leprae’dir. (Hansen, 1874)
(28)

Bakteriyolojik ozellikleri ve DNA benzerlikleri nedeniyle birbirleriyle yakin
iligkili tiirler, "complex” bashg altinda toplanmaktadirlar.  "M. tuberculosis
complex" M. tuberculosis, M. bovis, M.microti, M.africanum ve M. bovis BCG'yi
icermektedir. Klinik acidan bakildiginda hastalik yapma potansiyeli ve halk saglig

ile yakin iligkisi nedeniyle M. tuberculosis cinsin en onemli iiyesidir ve giiniimiizde



insanlarda goriilen tiiberkiilozun esas nedenidir. Cok az sayida (%1-2) olguda M.
bovis ve M. africanum etken olarak saptanir. M .microtti ise kemiriciler i¢in patojen
olup insanlarda hastalik yapmaz. (29)

M.tuberculosis compleks disindaki mikobakterilere "tiiberkiiloz dis1
mikobakteriler" veya "atipik mikobakteriler" denmektedir. Bunlar dogada, toprakta,
suda bolca bulunurlar, insandan insana gegcisi ¢cok enderdir ve ¢cogu patojen degildir.
Bu grubun iiyeleri ender olarak hastalik olustururlar. (29)

Insanda hastalik yapan mikobakteriler ve bunlarin patojenite dzellikleri tablo
1’de gosterilmistir.  Ernest Runyon’un, mikobakterileri iireme hizlann ve kati
besiyerinde olusturduklar1 koloni 6zelliklerine gore 4 ana grupta simiflandirdigi

bilinmektedir. (30,31)

Tablo 2.1: insanda izole Edilmis Mikobakteri Tiirlerinden Baslica Patojenler. (30)

Grup Zorunlu Patojen Fakiiltatif Patojen Potansiyel Patojen
Kesin Patojenler M. tuberculosis M. bovis
M. ulcerans
M. africanum
M. leprae
Fotokromojenler M. kansasii
(Runyon 1) M. asiaticum
M. marinum
M. simiae
Skotokromojenler M. scrofulaceum M. gordonae
( Runyon II') M. szulgai M. flavescens
M. xenopi
Nonkromojenler M. genavense M. avium M. gastri
( Runyon III ) M. haemophilum M. terrae
M. intracellulare M. triviale
M. malmoense
M. shimoidei
Hizli Ureyenler M. chelonae M. fallax
(Runyon IV) M. fortuitum M. smegmatis




Molekiiler idantifikasyon yOntemlerinin yayginlagsmasiyla, tiirler arasi

benzerlikler ve farkliliklar daha spesifik olarak saptanmaktadir. (30)

2.3.2.Morfoloji

Mycobacterium’lar 0.2-0.6 wm eninde, 1-10 um boyunda, ince uzun, diiz
veya hafif kivrik basillerdir. Klinik 6rnekten hazirlanan preparatlarda tek tek, kisa
zincirler yapacak sekilde ug¢ uca veya dallanma gostererek durabilirler. Middlebrook
TH9 gibi 6zel sivi besiyerlerinde kord olusturmalar1 s6z konusudur. Besiyerinde
olusturduklar1 kolonilerden yapilan preparatlarda ise gruplar seklinde goriiliirler.
Icerdikleri polimetafosfat graniillerine bagli olarak basil, kendisinden daha koyu
boyanmis boncuklu veya ince bantlar iceren sekillerde de goriilebilir ve spor, kapsiil,
flagel veya migelleri bulunmaz. (29,30)

Mikobakteriler aerop veya mikroaerofildirler. % 5-10 CO;’li ortamda
tiremeleri hizlandirilabilir. Tipik sugslarin replikasyon zamanm 15-20 saattir. M.
tuberculosis’in optimal tireme 1s1s1 37°C’dir. (7)

Mikobakteriler karmagik bir yap1 gosterirler. Bu bakteriler bir plazma zar ile
sinirlanan stoplazma ve bunlar cevreleyen lipitden zengin bir hiicre duvarina
sahiptir.  Yapilarinda bol miktarda bulunan lipofilik makromolekiiller biyolojik
aktiviteye sahiptir. Diger bakterilerin hiicre duvari ile karsilastirildiginda mikobakteri
hiicre duvart olduk¢a kalindir ve lipofilik ozellik gosterir. Bu yapi, aside
dayaniklilik, bakteri hiicresinin bir araya toplanmasi, konak hiicreleri tarafindan
salinan eritici enzimlere ve bakterisidal ilaglara diren¢ yami sira, olasilikla bazi
besinlerin, hatta antibiyotiklerin hiicreye girmesine engel olma gibi bir ¢ok 6zellik
kazandirr.(32)

Mikobakterilerin hiicre duvar1 tabakalardan olusmustur. Plazma zarinin
izerinde bulunan en i¢ tabaka peptidoglikandandir. Bu tabaka kisa peptid zincirleri,
capraz baglarla sikica baglanan uzun polisakkarit zincirleri igerir ve hiicrenin sert
yapisint saglar. Peptidoglikan tabakasinin {izerinde bulunan ikinci tabaka
arabinogalaktan tabakasi olup hiicre duvari kitlesinin %35'ini olusturur ve
peptidoglikan tabakasina fosfodiester kopriileriyle baghdir. Arabinogalaktanlarin

yan zincirindeki u¢ arabinaz birimlerine mikolik asit diye adlandirilan, uzun zincirli



bir grup yag asiti kovalent olarak baglanirlar. Bu asitler hiicre duvan kalinligindan ve
bilyiik oranda da hiicrenin aside direncli olmasindan sorumludur. Mikolik asitler,
trehaloz gibi bir sekere baglanarak ip faktorii (cord factor) olusturabilirler. Hiicre
duvarinda bulunan ve duvar agirliginin %601 yapan lipidlerin ¢ogu uzun zincirli
yag asitlerinden olugmaktadir. Bu lipidler tiiberkiilostearik asit, mikoserik asit ve
mikolik asitleri igerirler. (29,31)

Virulans ile ilgili oldugu bildirilen ip faktoriine sahip mikobakteriler aside
direncli boyalarla boyanmis preparatlarda cali demeti goriiniimiinde olmalar ile
dikkati cekerler. Yine bu yapida yer alan balmumuna bagli protein yapisindaki
maddelerin tiiberkiilin allerjisinde rolii oldugu gosterilmistir. (33)

Mikobakteriler karbol fuksin gibi bir anilin boyasi ile boyandiktan sonra asit
ve alkol ile yapilan renk giderme islemine direnclidir ve bu nedenle asit ve alkole
direncli basil olarak adlandirilmaktadirlar. Bu 06zellik hiicre duvarindaki
(peptidoglikan ve arabinomannan)in olusturdugu ag tabakasi ile iliskilidir. Anilin
boyasi bu tabaka ile bag olusturarak asit ve alkol etkisine karsin yerinde kalir. Bu
yontem son 60 yildir kullanilan Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) teknigi ile klinik
orneklerde aside direngli basillerin saptanmasini saglar.(31,33)

M. tuberculosis'in liremesi yavas olup standart kiiltiir ortaminda tiremesi
ortalama 4-6 haftada gerceklesir. Olumsuz kosullara oldukc¢a dayaniklidir ve uzun
sire canliligim stirdiirebilir.  Aerob olan bakteri +4°C’de haftalarca, -70°C’de
yillarca canliligin1 koruyabilmesine karsin, 60°C'de 20 dakikada, 70°C'de 5 dakikada
oliir. (34)

Mikobakteriler olduk¢a karmasik tek hiicreli organizmalar olarak antijenik
ozellikte pek cok protein, lipid ve polisakkarit icerirler. Antijenik yapilarin sayisi tam
olarak bilinmemektedir. Antijenik yapilar sitoplazmada (soluble) ve hiicre duvarinda

lipidlere bagl (insoluble) olarak bulunmaktadir. (34)

Mikobakteriyel antijenik yapilarin bazilar1 immun sistemde baskilayici islev
goriirken, digerleri granulom olusumuna yol agma, makrofajlart aktive etme, konak

toksisitesini olusturma ve adjuvant aktivite gdsterme gibi islevlere sahiptir.(34)

Proteinler hiicre kuru agirhiginin % 50’sini olustururlar. Bu maddeler

organizmada tiiberkiilin tipindeki asir1 duyarlilik tepkimelerinden sorumludurlar. Bal



mumu adjuvant etkisi ile bunlarin etkinligini artinirlar. Mikobakteriyel proteinler
genellikle hem hiimoral hem de hiicresel immun yanitlan ortaya ¢ikarirken,
mikobakteriyel karbonhidratlarin hiimoral immiin yanit olusturdugu bilinmektedir.
(7,34)

Antijenik proteinler ve peptidler hiicre duvar1 ve sitoplazmada
bulunmaktadirlar. Peptidler, hapten gibi davranabilir ve gecikmis tip asirn duyarlilik
reaksiyonuna neden olabilirler. Polisakkaridler mikobakterilerin onemli antijenik
kistmlarin1  olustururlar.  Polisakkaridlerin  temel kaynagi hiicre  duvaridir.
Mikobakteriyel lipidler sitoplazmada da bulunmalaria karsin en ¢ok hiicre duvarinda
yer alirlar. Mikolik asidler, fosfolipidler, Wax D, mikosidler ve diger glikolipidlerin
tiimiiniin hastaliklardaki rolii ya konak toksisitesini olusturmak ya da immunolojik

aktivite olabilir. Wax D adjuvan etki gostermektedir. (7,34)

2.3.3.Bulasicihk

Tiiberkiiloz basilleri insan viicuduna ¢ok degisik bolgelerden (solunum,
sindirim, deri ve konjunktiva) girebilir. Ancak en 6nemli bulas yolu inhalasyondur.
(33) Bunun sonucunda da en sik goriilen sekil akciger tiiberkiilozudur. En bulastirici
olan hastalar balgam mikroskobisinde ARB pozitif olan akciger ve larinks
tiiberkiilozlulardir. Yayma negatif tiiberkiilozlu hastalarin bulastiriciligi ¢ok daha
azdir (35) Hasta ile yakin ve uzun siireli temasi olan kisilere bulagma riski fazladir.
Bunlar, aile bireyleri, aym evi paylastigi arkadaslari, igyeri arkadaslar1 olabilir.
Kaviteli hastalikta, larinks tiiberkiilozunda, fazla Oksiirmekle, aksirikla, Oksiiriik
yaratan islemlerde TB hastas1 daha fazla basil sacar. Bazi suslarin daha fazla
bulastirici oldugu gosterilmistir. (36)

Cesitli solunum manevralarinin aerosol olusturma potansiyeli farklidir ve
konugma ile 0-210, oksiirme ile O - 3.500 ve hapsirma ile 4.500 - 1.000.000 partikiil
olustugu hesaplanmaktadir.  Etkili tedavi ile ilk giinlerde basil sayis1 hizla
azalmaktadir. Hastalarin bulastiricilig, etkili tedavi ile 2-3 haftada pratik olarak
sona erer. Bu nedenle, hastayr hemen izole etmek ve etkili tedaviye baslamak
onemlidir. (37)

Tiiberkiiloz basilinin akcigerlere yerlesip ¢ogalabilmesi icin alveollere kadar

ulagmasi gerekmektedir. Bu da ancak hasta kisiden solunum ile havaya sagilan



damlacik cekirdeklerinde asili halde bulunan basillerle miimkiin olabilmektedir.
Caplan yaklasik 1-10 mikron olan partikiiller alveollere ulasir, fakat 1-3 mikron
olanlar daha yiiksek oranda ulasir. Yaklasik 1 mikron ¢apl partikiiller havada birkag
saat asili kalabilmektedir. Yapilan deneysel aragtirmalar, tiiberkiiloz basilinin tozla,
toprakla, hastalarin egsyalarim1  kullanmakla ya da aym kaptan yemekle
bulasamayacagin1 gostermistir. Ilaca-direncli tiiberkiiloz da bulastiricidir. Birinci
grup ilaclarla yapilan tedavi etkisiz olursa, tedavi siirecinde de bulastiricilik devam
edecektir .(37)

Akciger disi tiiberkiiloz genellikle bulastiric1 degildir, fakat otopside (38) ve
doku ile (39) yapilan ¢alismalarda aerosol olusturulursa bulasma goriilebilmektedir.
Tiiberkiilozda Bulasicilig1 Etkileyen Faktorler:

Kaynak hasta:

* Balgaminda basil sayis1 (yayma pozitifligi)

* Balgamin aerosol olusturmasi (6ksiiriik, hapsirik, sulu balgam)

* Basilin canlilig1 (antimikrobiyal ilaglar)

* Basilin viriilansi

Ortam:

* Havalandirma (havanin hacmi artinca basiller seyreltilir)

* Havalandirma sisteminin ayni havayi tekrar vermesi

* Ultraviyole, giines 15181

* Kaynaga yakin olma (aile bireylerinde enfeksiyon ve hastalik daha fazladir)
Hedef kisi:

*Hastaliga/basile direnglilik (6nceki hastalik, koruyucu tedavi, BCG, TB dis1
mikobakteri enfeksiyonlar)

* Hastalanmay1 artiran durumlar ve diger hastaliklar

* Basil kaynagy ile birlikte gegirilen siire

Maruziyet:

* Toplumda bulastirici hasta sayisi

* Kaynak kisinin bulastiriciligi (0kstiriik, aksirik, sarki sdyleme ile artar; basilin
yogunlugunu azaltan havalandirma, UV uygulama, giines gibi faktorlerle azalir)

* Bulastirict kisi ile temas derecesi (yakinda ise, temasin siiresi uzun ise artar). (36)



3.3.4. Patogenez

Basil, inhalasyondan sonra 1-5 wm capindaki damlaciklarla bronsial agagtan
taginarak bir respiratuvar bronsiole veya alveollere yerlesir. Basilin akcigerde
enfeksiyon olusturup olusturmamast bakterinin virulansina, inhale edilen bakteri
miktarina, onu sindiren alveoler makrofajin mikrobisit 6zelligine baglidir. (40).

Basilin ilk inhalasyonundan sonra infeksiyon olusumu ve bundan sonraki
donemde hastalik gelisimi olmak {izere iki asamali bir siirece sahiptir. Alveollere
ulasan basil buradaki makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Burada bakterinin
virulansim1  belirleyen baslica 0zellik, monositler ve makrofajlar icinde
ireyebilmesidir. (33)

Bulasic1 nitelikteki bir akciger tiiberkiilozlu hasta ile (yayma pozitif)
karsilasan tiiberkiilin deri testi negatif temaslilarin yaklasik %30’unda tiiberkiiloz
enfeksiyonu olusur ve bu kisilerde gerek klinik gerekse radyolojik hi¢ bir belirti
olmaksizin tiiberkiilin deri testi pozitiflesir. Enfekte olan bu kisilerin %5’inde
infeksiyonu izleyen 5 yil iginde hastalik gelisir (primer tiiberkiiloz). Primer
enfeksiyonu izleyen uzun bir latent donemden sonra (en az 5 yil sonra ) enfekte
kigilerin %5’inde hastalik gelismektedir (sekonder tiiberkiiloz). (36,41)

Tiiberkiilozda, canli bir tiiberkiiloz basilinin alveole yerlesmesinden kaviter
akciger tiiberkiilozu gelisimine kadar gecen olaylar, basil ile konak arasindaki bir seri
“savas” sonucu olur. Konak tarafindan olusturulan hiicresel immiinite ve gecikmis tip
asirt duyarlilik reaksiyonlar tiiberkiiloz patogenezinde belirleyici rolii oynarlar. Bu
immiin yanitlar olusuncaya kadar tiiberkiiloz basilinin kendisi konak¢i dokularinda
hi¢ bir hasar olusturamaz. Basil cogalmasi ile konagin olusturdugu immiinolojik
yanitlar arasindaki etkilesim hastalifin hem ilerlemesini veya gerilemesini hem de
gelisecek olan hastaligin tipini belirler.(42)

Tiiberkiilozda hiicresel immiinite konagin yararli bir yamiti olarak
degerlendirilebilir ve bu yanit tiiberkiiloz basil antijenlerine 6zgii T lenfosit
popiilasyonunun klonal biiylimesi ve makrofaj aktivasyonu ile karakterizedir. Basil
antijenlerinin varliginda bu lenfositler aktive olmakta ve monositleri lezyon
bolgesine ¢ekerek aktive eden bazi sitokinler iiretilmektedir. Interferon gama (IFN-

y) ve Tiumor nekrosis faktor (TNF) en giiclii makrofaj aktive eden sitokinlerdir.



Aktive olan makrofajlar reaktif oksijen ve nitrojen iriinleri, lizozomal enzimler ve
diger faktorleri iireterek mikrobisidal giicli arttirmaktadirlar. Boylece iglerinde
cogalmakta olan basilleri sindirebilir hale gelmektedirler.(42)

Tiiberkiilozdaki gec tip asir1 duyarlilik reaksiyonu, i¢inde tiiberkiiloz basilleri
cogalan inaktive makrofajlar1 ve bu arada komsu dokular harap eden siire¢ olarak
tanimlanabilir.  Geg¢ tip asinn duyarlilik reaksiyonu, aslinda hizlandirilmis bir
inflamatuar yanittir ve 6zellikle yerel tiiberkiilin benzeri antijenlerin yiiksek oldugu
kosullarda konak dokularinda siklikla hasara neden olur. Konagin bu yanit1 hem
kaze6z nekroz hem de erime (likefaksiyon) ve kavite olusumuna neden olur. O
nedenle, klinik tiiberkiiloz olusumunda go6zlenen akciger hasari tiimiiyle konagin gec
tip asir1 duyarhilik yanitiyla ilgilidir. (42)

Konak tarafindan olugturulan hem hiicresel immiin yanit hem de geg tip asir
duyarlilik reaksiyonu yamtlar1 tiiberkiiloz basillerinin ¢ogalmasini esit diizeyde
inhibe ederler. Hiicresel immiin yanit bunu, fagosite ettikleri basilleri 6ldiirmeleri
icin makrofajlar aktive ederek yaparken, ge¢ tip asir1 duyarlilik reaksiyonu ise basil
yiiklii aktive olmamis makrofajlar ve komsu dokular harap edip, basillerin tiremesi
icin uygun hiicre i¢i ortamin1 yok ederek saglar. Geg tip asir1 duyarlilik reaksiyonu
ile olusturulan yerel nekroz hiicresel immiinite ile olusacak yanit icin zaman
kazandirir. (42)

Akciger tiiberkiilozunda, basilin alveollere girisinden kavite olusumuna dek
olan asamalar bes evrede Ozetlenebilir:(43)

Baslangic Evresi: Basilin alveole inhalasyonuyla baslar ve bir hafta siirer.
Alveoler makrofajlar lezyon bolgesinde toplanarak basilleri fagosite ederler ve
%9011 tahrip ederler. Bu ilk karsilagsmanin sonucu makrofajlarin giiciine ve basilin
virulansina baghdir. Zayif bir makrofaj icinde basil ¢ogalma imkami bularak
infeksiyonu baglatabilecektir. Basiller cogalmaya basladiktan sonraki gelismeler
kandan gelecek makrofajlar tarafindan belirlenir.(43)

Ikinci Evre: Ortak yasam ve logaritmik g¢ogalma evresidir. Alveoler
makrofajlarin igcindeki basilleri 6ldiirememeleri halinde basiller hiicre i¢inde ¢ogalir
ve hiicreyi parcalayarak alveoler bosluga dagilirlar. Basiller, hiicresel artiklar ve
komplemanlar, sitokinler ve monosit kemotaksik protein (MCP-1) gibi bir¢ok

kemotaksik faktor dolasimdaki inaktive monositleri lezyon bdolgesine toplar ve bu



yeni makrofajlar basillerin etrafinda toplanarak graniilom olusumunu baslatirlar. Bu
ilk odak Ghon Odag1 adin1 alir.(43)

Lezyon bolgesine gelen yeni makrofajlar basilleri fagosite ederler ancak
aktive olmadiklarindan basiller makrofajlar i¢inde logaritmik olarak cogalmaya
devam ederler. Basil yiiklii makrofajlar lenfatiklerle bolgesel lenf nodlarina
taginirlar. Basiller burada da kontrol altina alinamazlarsa hematojen yolla tim
viicuda yayilirlar (Ilenfohematojen yayilim). Fakat siklikla oksijen basincinin yiiksek
oldugu lenf bezleri, bobrek korteksi, vertebral kolon, uzun kemiklerin epifizleri,
meninksler ve 6zellikle de akciger apeksleri gibi bolgelere yerlesirler ve buralarda
graniilomlar olustururlar. Konak¢inin 6zgiin olmayan savunmasi bu cogalmayi
engelleyemez. Ghon odagi ile komsu lenf bezlerinde gelisen lezyon birlikte primer
kompleks olarak tanimlanir. (40)

Uciincii Evre: Immiin yanit gelisimi ve enfeksiyonun kontrol evresidir.
Basilin inhalasyonundan sonraki 2.-3. haftalarda hem gec¢ tip asin duyarlilik
reaksiyonu, hem de hiicresel immiin yanit gelismektedir, ancak hiicresel immiin yanit
lezyon bolgesindeki ¢cok sayidaki basili yok etmeye yetmez. Geg tip asir1 duyarlilik
reaksiyonu yaniti inaktif makrofajlar1 ve bu arada ¢evre dokular harap ederek hiicre
icinde logaritmik olarak cogalan basilleri ~ durdurur. Konak¢imin bu yaniti
graniilomlarin (tiiberkiillerin) merkezinde kaze6z nekroz olusumuna yol agar. Hiicre
icinde c¢ogalan basillerden kaynaklanan tiiberkiilin benzeri proteinler, doku
hasarlayict yanitin olugmasinda Onemli bir uyarandir. Ayn1 donemde konak¢inin
tiiberkiilin deri testi de pozitiflesir (primer infeksiyon). (43)

Olusan kaze6z nekroz ortaminda anoksik kosullar, diisiik pH, toksik yag
asitlerinin varligi ve bilinmeyen nedenlerle basiller artik ¢ogalamazlar. Kazetz
dokularda basillerin bir kismi1 6liirken bir kism1 da canli fakat cogalmaksizin yillarca
uyur halde kalirlar(dormant basiller). (42)

Dordiincii Evre: Geg tip asirt duyarlilik reaksiyonu ve de hiicresel immiin
yanit arasindaki etkilesim evresidir. Bagisiklik sisteminin yeterli oldugu kisilerde
kazedz odaklardan kacan basiller makrofajlarla tutularak yok edilirler. Sonugta az
hasarla veya hi¢ doku hasar1 olmadan basil ¢ogalmasi durdurulabilecektir. Immiin
sistemi yeterli kisilerde de hiicresel immiin yanit / ge¢ tip asinn duyarlilik reaksiyonu

oran1 daha biiyliktiir ve kazeéz odaktan kacan basiller hizla yok edilir. Yani bu



kigilerde kazed6z odak erimezse siire¢ durdurulmus olur. Eger basiller bu
makrofajlarda da cogalmay:1 basarirlarsa gec tip asir1 duyarlilik reaksiyonu yaniti
tekrarlanir ve nekroz genisler. Immiin sistemi zayif kisilerde kazedz nekroz daha
bilyiik ve daha siddetli olmaktadir. Eger immiin yanit yetersiz ise kazedz nekrozlar
genisler, akciger dokusu harap edilir ve klinik tiiberkiiloz tablosu ortaya ¢ikar.(43)

Gelismesi durdurulan graniilomun ¢evresi fibréz doku ile sarilir, kazedz odak
koyulasir ve siire¢ genellikle yasam boyu durdurulur. Capi 0.1-1.3 mm olan kazeoz
odaklar makrofajlarca temizlenirken 2-8 mm capinda olanlar hidrolitik enzimlerle
eritilir ve geride fibroz doku olusur. Capr 5-20 mm olanlar ise fibroz kapsiille
cevrilerek izole edilir (tiiberkiilloma). Bu lezyonlarin iyilesme siirecinde
kalsifikasyon da gelisebilir.  Sonucgta primer enfeksiyon adi verilen bu siireg
durdurulmakta ve geride tiiberkiilin deri testinin pozitiflesmesi disinda hi¢bir kanit
kalmamaktadir.(42,43)

Besinci Evre: Erime ve kavite olusumu ila karakterizedir. Bu evre genellikle
primer enfeksiyon veya hastalik sonrast endojen reaktivasyon ya da eksojen
reenfeksiyon sonrasi gelisen yetiskin tip akciger tiiberkiillozunda goriilmektedir.
Nadiren primer tiiberkiilozda da kavite olusabilir. Nedeni tam bilinmese de lezyon
bolgesine gelen makrofajlardan salinan hidrolitik enzimlerin etkisiyle, gec tip asir
duyarlilik reaksiyonunun gelisiminin sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir. Kavite
olusumu hem kiginin hastaliginin yayilmasina hem de hastanin bulastirici 6zellik
kazanmasina neden olur. (42)

Tiiberkiilozda gozlenen patolojik degisimler biiyiik oranda yerel basil antijen
konsantrasyonuna ve asir1 duyarhlik reaksiyonunun derecesine baglidir. Yerel
antijen yiikiiniin ya da doku hasarlayici immiin yanitin fazla oldugu durumlarda
eksiidatif lezyonlar, antijen yiikiiniin ve doku hasarlayict1 yamitin az oldugu
durumlarda proliferatif lezyonlar ortaya ¢ikar. Cogu olguda bu iki lezyon tipinin bir
arada oldugu karisik lezyonlar daha yaygindir. Yerel antijen yiikiine gore lezyonlar

ilerleyebilir, tip degistirebilir, stabil kalabilir hatta gerileyebilir. (42,43)

2.4. Tam Yontemleri
Tiiberkiilozun 6n tanist klinik verilere dayanmakla birlikte kesin tani

laboratuvar yontemleriyle konmaktadir. Mikrobiyolojik taninin tam ve dogru olarak



yapilabilmesi uygun Orne8in, uygun yontemle alinmasina, uygun sekilde
laboratuvara gonderilmesine ve uygun sekilde islemlenmesine baghdir.
Enfeksiyonun yerine gore degismekle birlikte, tanida en sik kullanilan ornekler
arasinda balgam, bronkoskopik aspirasyon, gastrik lavaj, idrar ve BOS sayilabilir.
Ancak genellikle balgam tercih edilir. (30)

Orneklerin islenmesi: Tiiberkiiloz etkeni bakterilerin izolasyonu icin elde
edilen klinik ornekler steril olanlar (BOS, plevral sivi vb.) ve olmayanlar (flora
icerenler) olmak {iizere iki gruba ayrlirlar. Steril 6rnekler 3500xg’de 20 dakika
santrifiij edildikten sonra elde edilen ¢okelti dogrudan direkt mikroskobi ve kiiltiir i¢in
kullanilabilir. Steril olmayan 6rnekleri 16kosit, eritrosit, viicut sivilar ve mukus gibi
organik kalintilardan arindirmak amaci ile homojenizasyon/dekontaminasyon ve
ornekteki bakteri yogunlugunu artirmak i¢in konsantrasyon islemi uygulanir. (44)

Homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon isleminde en sik N-Asetil-
L-Sistein (NALC) + Sodyum hidroksit (NaOH) ve NaOH (%3-4) gibi yontemler
kullanilmakla birlikte; zefiran-trisodyum fosfat, oksalik asit, setilpridinyum
kloridsodyum klorid gibi farkli yontemlerden de yararlanilabilir. ( 44)

N-Asetil -L-Sistein(NALC)+Sodyum hidroksit (NaOH) yontemi: NALC
mukolitik, NaOH dekontaminan ve sodyum sitrat klinik 6rnekte bulunabilecek agir
metal iyonlarim baglayarak NALC’iin inaktive olmasini 6nlemek amaciyla kullanilir.
NALC’nin %0.5-2 konsantrasyonunda balgam hizla gevser, fibrilleri ayrilir. Vorteks
tiirii bir karistiric1 yardimiyla islem desteklenir.

Dekontaminasyon amaciyla kullanilan NaOH’in de mukolitik etkisi vardir.
Mikobakterilerin tizerlerini saran kalin, mumsu, hidrofobik yapilar1 nedeniyle zayif
alkalilere direngli olmalarina karsilik dekontaminasyonun siiresi ve alkali pH’nin
diizeyi agisindan bu basamak 6nemlidir. Final konsantrasyon %1 olacak sekilde,
%2-4’liikk NaOH hazirlanmasi ve 6rnegin bu konsantrasyonda ortalama 15 dakika
siireyle bekletilmesi Onerilmektedir.  Siirenin 30 dakikaya cikmasi durumunda,
basillerin de zarar gorecegi ve iireme 6zelliklerinin azalacag: bildirilmektedir. Daha
sonra homojenize edilen Ornek tiizerine fosfat tamponu eklenerek nétralizasyon
yapilir. 3500xg’de santrifiijlenerek ¢oktiiriilen 6rnek ekime hazir hale gelir.(44)

Resiispanse edilen sediment kullanilacak kiiltiir yontemine uygun olarak



besiyerine ekilir. Ayrica direkt mikroskopik inceleme i¢in lam iizerine yayma islemi
yapilir. (44,28)

2.4.1.Direkt Mikrokopik inceleme

Tamda ilk basamak, aside direngli boyama yontemlerinin uygulanmasidir.
Mikroskobik incelemede aside direngli basil goriilmesinden sonra, klinik ve radyolojik
bulgular da tiiberkiiloz tanisin1 desteklemekteyse, genellikle tiiberkiiloz tedavisine
hemen baslanmaktadir.

Mikobakterilerin Boyanma Ozelligi: Mikobakterilerin boyanmasi oldukca
zordur. Hiicre duvarlarindaki uzun zincirli yag asitlerinin (mikolik asitler) olusturdugu
yogun lipid icerik, bakteriyolojide yaygin kullanilan gram boyalara kars1 gecirgenligi
sinirlar.  Gram boyamada genellikle silik boyanmis, boncuklu gram olumlu basiller
seklinde goriiniirler.(28) Hiicre duvarindaki mikolik asit rezidiileri, fuksin veya
auramine O gibi arilmetan boyalarla stabil bilesikler yaparlar ve asit-alkol veya giiclii
mineral asitler ile karsilagtiktan sonra bile boyay1 birakmazlar. Dekolarizasyon direnci
seklinde aciklanan bu 6zellikleri nedeniyle mikobakteriler “aside direngli bakteriler”
olarak tanimlanmaktadir. (28)

Aside direngli boyama, mikobakterilerin lipidden zengin hiicre duvarlarinin
primer boya ile boyanmasi ve renk giderici ajan asid alkolle muameleden sonra
boyali kalmasi esasina dayanmaktadir. Yayma duyarliligt % 22-80 arasinda
degismektedir. Direkt mikroskobi ile goriilebilmesi i¢in, balgamda her ml” de 5000-
10000 basil bulunmasi gereklidir. Ornegin tipi, enfekte eden mikobakteri tiirii,
dekontaminasyon ve kontaminasyon isleminin etkisi, boyama tipi, yaymanin
kalinligi, yaymayi inceleyen laboratuar personelinin deneyimi boyanin duyarliligini

etkileyen faktorlerdir. (28,45)

Boyama Yontemleri: Boyanacak Ornegin bir kismu 06ze veya pipet
kullanilarak lama transfer edilir. Konsantre orneklerde konsantrasyon isleminden
elde edilmis cokiintii kullamlir. Ornek lam iizerine yaklagik olarak bir para
boyutunda alan iizerine yayilir (1.5 — 1.5 cm boyutlarinda). Mikobakteriler icin
baslica iki boyama teknigi gelistirilmistir.(47)

a.Karbolfuksin metodu (Ziehl-Neelsen,Kinyoun): Aside direngli organizmalar

kirmiz1 renkte goriilir. Karbol fuksin boyamada, fuksin ve fenol (karbolik asit)



bilesimi kullanilir. Ziehl- Neelsen ve Kinyoun arasindaki temel farkliliklar fenol
konsantrasyonu ve uygulama bi¢imindedir. Ziehl-Neelsen’de boyanin hiicre icine
girmesini kolaylastirmak iizere preparata alttan 1sitma uygulanir. Isiyla yumusayan
mumsu yapidaki kapsiilden basilin i¢ine gecen boya, hiicre duvarindaki mikolik
asitlere baglanir. Isimin uzaklastirilmasiyla tekrar sertlesen mumsu yapi, boyanin
hidroklorik asit ve etanol ile dekolarizasyon basamaginda geri ¢ikmasini engeller.
Kinyoun yonteminde 1sitma yerine boya konsantrasyonu daha yogun hazirlanir ve
preparatin iizerine dokiildiikten sonra 1 dakika yerine burada 2 dakika beklenilir.
Ziehl-Neelsen ve Kinyoun boyama islemleri sonucunda mikobakteriler, kullanilan zit
boyaya gore degisecek sekilde, mavi veya yesil zeminde kirmizi basiller olarak
goriiliirler. Zit boya olarak genellikle metilen mavisi kullanilir.(47)

b.Florokrom metodu (auramin O, auramin-rhodamin): Aside direncli
organizmalar sari-oranj renkte floresan verir sekilde goriilir. Daha duyarli ve
hazirlanan preparatin daha hizli taranmasini saglayan florokrom boyalar da direkt
mikroskopik incelemede kullanilabilir. Bu boyama yontemlerinde, daha kiigiik bir
biiylitme ile daha genis bir alan taranabilir ve preparatin taranmasi i¢in gereken
zaman azalir. Florokrom boyamada ana ilke fenollii fuksin yerine floresan boyalarin
kullanilmasidir. Floresan boyalar, mikobakterilerin lipitten zengin hiicre duvarina
baglanarak, goriiniir hale gelmesini saglar. ~ Ancak boyalarin hazirlanmasi,
amagclanan hedef (doku, mikroorganizma, antijen antikor kompleksi vs.) ve boyama
islemi sirasinda 1s1-siire degisikliklerinin uygulanmasi gibi, bazi1 kriterlere gore, farkli
floresan boyama yontemleri uygulanabilir. Bu yontemler arasinda Auramin-Fenol
boyama yontemi, Glikerson ve Kanner’in floresanli boyama yontemi, Auramine-
Rhodamine boyama yontemi, Truant’in modifiye Auramine- Rhodamine boyama
yontemi sayilabilir. (47)

Preparatlarin  degerlendirilmesi: Karbolfuksin boyali yaymalar 151k
mikroskobunda x1000 biiyiitmede immersiyon ile incelenir. Yaymay1 negatif olarak
raporlamadan 6nce en az 300 alan taranmalidir. Florokrom boyali yaymalar floresan
mikroskopta x250 veya x400 biiyiitmede taranir, Fakat tipik morfolojiyi dogrulamak
icin x1000 objektif gerekebilir. Yaymayi negatif olarak raporlamadan once x250

bilylitmede en az 30 alan taranmalidir. (28,46,47)



Aside direngli basil yaklasik olarak 1-10 pum uzunlugunda ve tipik olarak
ince, cubuk bicimli gomak olarak goriiliir, fakat egilmis veya biikiilmiis goriilebilir.
Bakteri, boncuk dizisi olarak adlandirilan yogun boyali bélgeler veya bandl
goriinim olusturan aralikli boyanma bolgeleri gosterebilir. M. tuberculosis disinda
bazi mikobakteriler pleomorfik goriinebilir, uzun basillerden kokoid formlara kadar
degismektedir, boyanma 6zellikleri daha ayni tip dagilim gostermektedir. Centers for
Disease Control (CDC)’iin onayladigi Kent ve Kubica’dan adapte edilen
degerlendirme sonuglar1 Tablo 2°de gosterilmistir. (28,46,47)

Tablo 2.2: Karbolfuksin ve Florokrom boyanmis yaymalarin degerlendirilmesi. (28)

ASIDE DIRENCLI BOYANAN BASIL SAYISI/ ALAN* SONUC
Karbol Fuksin(1000x) |Florokrom(250x) |Florokrom(450x)

0 0 0 Olumsuz
1-2 /300 A 1-2/ 30A 1-2/70A Stipheli
1-9/ 100 A 1-9/10 A 2-18/50A 1+
1-9/10 A 1-9/ A 4-36/10A 2+

1-9/ A 10-90/ A 4-36/A 3+

>9/A >90/A >36/A 4+

*Alan (A)= Mikroskop Alani

2.4.2. Kiiltiir

Mikobakteri icerdigi diisiiniilen tiim klinik ornekler homojenizasyon ve
dekontaminasyon isleminden sonra (gerekiyorsa) uygun besiyerlerine ekilmelidir.
Ciinkii (a) kiiltiir direkt mikroskopiden daha duyarhdir. (b) identifikasyon ve ilag
duyarlilik testleri i¢in bakterinin iiremesi gereklidir (c) kiiltiirde {iireyen
mikroorganizmalarin genetik tiplendirme caligsmalar epidemiyolojik
degerlendirmeler icin yararhdir. Kiiltiir yontemlerinin duyarlilign %80-85, 6zgiilliigii

ise yaklasik %98’dir. (48)



Kiiltiir aktif tiiberkiiloz tanisinda altin standarttir. Balgam 6rneklerinde direkt
mikroskopide basilin saptanabilmesi i¢in 5000-10000 basil/ml olmasi gerekirken
kiiltiir 100 basil/ml basili saptayabilir.(45)

Mikobakterilerin ikiye boliinmesi icin gerekli siire 16-18 saat kadardir ve
izole edilmeleri i¢in besiyerlerinin uzun siire inkiibe edilmesi gerekir. Zorunlu aerop
olan mikobakterilerin bulundugu ortamda oksijen miktarinin azalmasi, iireme
hizlarinin da azalmasina neden olur. Mikobakterilerin izole edilmeleri ve cesitli
ozelliklerinin incelenmesi amaciyla kullanilan konvansiyonel besiyerleri kat1 ve sivi
olmak iizere iki tiptir. CDC mikobakterilerin izolasyonunda kati1 ve besiyerlerinin
birlikte kullanilmasim1 6nermektedir. (49)

a. Kati besiyerleri: Yumurta bazli ve agar bazli olmak iizere iki boliimde
incelemek miimkiindiir. Patetes unu, gliserol, tuz, tam yumurta ya da yumurta sarist
iceren yumurta temelli besiyerleri arasinda bugiin en yaygin kullanilan1 Lowenstein-
Jensen (L-J) besiyeridir. Yumurta bazli besiyerlerinde kolonilerin goriiniir hale
gelmesi 18-24 giinii bulmaktadir. Tipik koloni morfolojisi olusturmalar1 ve daha bol
tiremeleri nedeniyle ozellikle primer izolasyonda L-J besiyerinin kullanilmasi
onerilir. Yumurta bazl besiyerlerinin opak goriiniimlii olmasina karsin, agar bazl
besiyerleri seffaftir. Bu nedenle, ekim yapilan besiyerleri 10-12 giin sonra
mikroskop altinda incelenirse, olusan kolonileri gormek miimkiindiir. (28,49)

Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11 en ¢ok tercih edilen agar bazlh
besiyerleridir. Besiyerlerinin goriiniimii seffaf oldugundan, ekim yapildiktan 10-12
giin sonra mikrokoloniler goriilebilir. Ancak pahali ve raf dmiirleri (+4°C’de yaklasik
bir ay gibi) nispeten kisadir.  Besiyerlerinin depolanmasi, inkiibasyonu ve
hazirlanmasi da itina gerektirmektedir. (28)

Bunun yam sira kontaminasyona neden olan mikroorganizmalarin iremesini
etkin bir sekilde engellemek amaciyla selektif besiyerleri olan  L-J Gruft,
Mycobactosel LJ, Mitchison selektif 7H 11 de kullanilabilir. Primer izolasyonda

besiyerlerinden en az birisinin selektif olmas1 6nerilir.(28, 50, 49)

b. Sivi Besiyerleri: Sivi besiyerleri i¢inde yer alan Middlebrook 7H9 ve
Dubos tween albumin, mikobakterilerin stok suglarimin subkiiltiirlerinin yapilmasi,

duyarlik deneyleri ve diger in vitro deneylerde inokulum hazirlanmasi amaciyla



kullanilir. S1vi besiyerlerinde mikobakterilerin saptanmasi, kati besiyerlerine gore
daha kisa siirede ve daha yiiksek duyarlilikta olmaktadir. Middlebrook 7H9 sivi

besiyeri, cogu hizli kiiltiir sisteminde temel besiyeri olarak kullanilmaktadir.(28)

c. Hizli Kiiltiir Sistemleri: Giiniimiizde bir¢ok laboratuvarda, konvansiyonel
besiyerlerinin yam sira tiiberkiiloz etkeni bakterilerin izolasyon siiresinin ¢ok daha
kisa ve izolasyon oraninin ¢ok daha yiiksek oldugu hizli kiiltiir sistemleri rutin
inceleme amaciyla kullanilmaktadir. Hizl1 kaltiir sistemlerinin esasi, S1vi
besiyerleridir. Bununla birlikte, bifazik ve kat1 besiyerlerinin kullanildig: sistemler
de mevcuttur ve bu sistemlerde gaz basincindaki degisiklikler, CO, olusumu ve
oksijen kullanimi fluorometrik veya kolorimetrik olarak ol¢iiliir. Primer izolasyonda
sivi besiyerlerine ilave olarak bir de kati besiyeri kullanilmasi CDC tarafindan
Onerilmistir ve bu kombinasyonla mikobakterilerin izolasyon sansinin arttigi
bilinmektedir. (49)

Hizli kiiltiir  sistemleri cihaz veya bilgisayar ile degerlendirilip
degerlendirilmemesine gore manuel, yar1 otomatize veya tam otomatize sistemler
olarak gruplandirilabilir.(28, 49)

Yari otomatize BACTEC 460 TB(Becton Dickinson Diagnostic Instruments)
sistemi, izolasyon, idantifikasyon ve duyarlilik deneylerinin uygulandigi bir sistem
olarak uzun yillardir basarn ile kullamilmaktadir.  Sistemde Mycobacterium
tuberculosis complex (MTBC) ile tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin (MOTT) ayrimi
yapilabilmekte MTBC suslarimin primer antitiiberkiiloz ilaglara duyarligina
bakilabilmektedir. BACTEC 12B(Middlebrook 7H12) ve BACTEC 13A
(Middlebrook 7H13) olmak iizere iki tip besiyeri i¢eren bu sistem; besiyerlerinde
bulunan "C isaretli palmitik asitin kullanilmas1 ve metabolizma sonucu olusan “co,
nin 0-999 sayisal degerleri arasinda tireme indeksi(GI) olarak ol¢iilmesi prensibi ile
caligmaktadir.  Ekim isleminden Once besiyerlerine polimiksin B, azlosilin,
nalidiksik asit, trimetoprim ve amfoterisin B (PANTA) iceren antibiyotik karigimi
ilave edilmektedir.  Diinya Saghik Orgiitii tarafindan altn standart kabul
edilmektedir. Basan ile kullamilmakla beraber, sistemde yer alan besiyerlerinin
radyoaktif madde icermesi ve cihazda yapilan rutin kontroller sirasinda meydana

gelen capraz kontaminasyon sorun olusturmaktadir. (49)



Tam otomatize sistemler arasinda Myco-ESP(Extra Sensing Power)II, (Trek
Diagnostics Inc), MB/Bact T (Organon Teknika), BACTEC 9000 MB (BD
Biosciences) ve  Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT) 960 (BD
Biosciences) sayilabilir. Giiniimiizde alternatif izolasyon sistemlerinin gelistirilmesi
icin caligmalar devam etmektedir. Bircok calismada tam otomatize sistemlerde
iretme siiresi ortalama < 14 giin olarak saptanmistir.(31) Kontaminasyon oranlari
acisindan tam otomatize sistemler birbiri ile karsilagtirildiginda onemli bir fark
bulunamamistir ancak bu sistemlerde oran, BACTEC 460 TB ve kat1 besiyerlerine
gore daha yiiksektir.(49) Myco-ESP II, seliiloz siinger ve Middlebrook 7H9 sivi
besiyeri iceren bir sistemdir. Sistemde mikroorganizmalarin tiremesi sonucu oksijen
tiketimine bagl olarak sisede olusan gaz basincindaki degisiklikler oOlgiilerek
degerlendirme yapilir. Besiyerinde olusan gaz basmcindaki degisiklik grafiksel
olarak bilgisayarda goriintiilenir. Sistem tiim klinik ornekler i¢in uygundur. MB/Bac
T, besiyerinin dip kisminda kolorimetrik bir sensor iceren ve olusan CO, diizeyini
Olcerek iiremeyi degerlendiren bir sistemdir. Bilgisayar destegi bulunan sistemde
besiyerleri siirekli kontrol altindadir. Steril 6rnekler ekilmeden 6nce besiyerlerine
reconstitution sivisi ilave edilirken; steril olmayan Orneklerin ekiminden Once
antibiyotik karisimi ilave etmek gereklidir. BACTEC 9000 MB, besiyerlerindeki
oksijen kullaniminin fluoresans ile belirlendigi bir sistemdir. Modifiye Middlebrook
7H9 s1v1 besiyerlerine ekimden 6nce PANTA ilave edilir. Sistemde balgam ve diger
solunum yolu ornekleri i¢in Myco/F sputa, kan ve diger steril viicut bolgelerinden
alman ornekler icin MycoF/lIytic besiyeri kullanilir. BACTEC MGIT 960 sisteminde
kullanilan tiiplerde, Middlebrook 7H9 sivi besiyeri ve dip kisimlarinda oksijene
duyarli silikon bulunur. Klinik 6rnekler ekilmeden Once besiyerlerine
kontaminasyonu engellemek i¢cin PANTA ilave edilir. Kullanilan besiyerlerinde
herhangi bir iireme olmadiginda oksijen varligina bagli olarak silikon tabakaya
gonderilen UV 1sinina karst floresans olusmazken; mikobakteri veya diger
mikroorganizmalar iirediginde oksijenin kullanilmasi sonucunda UV 1sinina karsi
floresans olusmakta ve olusan floresans miktar1 iireme indeksi olarak
degerlendirilmektedir. Tam otomatize bir sistem olmakla birlikte, UV 15181 altinda
makroskobik olarak da degerlendirme yapilabildiginden manuel olarak kullanilmaya

da uygundur. Kan digindaki diger tiim klinik 6rnekler icin kullanilabilmektedir.



Fazla sayida 6rnegi aym anda kontrol edebilen MGIT 960 ( 960 6rnek), BACTEC
9000 MB (240 ornek) , MB/BacT (240 ornek) ve ESP II (128/256/384 ornek
inceleyen ii¢ farkli cihaz) genellikle yiiksek kapasite ile calisan laboratuvarlarda
tercih edilmekle birlikte; daha diisiik kapasite ile ¢alisan laboratuvarlar icin manuel
sistemler onerilmektedir. (31, 49, 51)

Manuel sistemler icinde Septi-Check AFB(BD Biosciences), sivi
(Middlebrook 7H9) ve ii¢ tip kat1 (L-J, Middlebrook 7HI11, c¢ukulatamsi agar)
besiyerini igeren bifazik sistemdir. Cukulatamsi agar kontaminasyonu belirlemek
amactyla kullanilir. Kiiltiir siiresince besiyerleri ara sira hafifce calkalanarak sivi
besiyerinin kat1 besiyerlerine temasi saglanmalidir. Sistem kan disindaki tiim klinik
ornekler icin uygundur. Kapasitesi az olan laboratuarlar icin uygundur. Yine
manuel bir sistem olan MB Redox(Biotest Diagnostics Corp. NJ, ABD.) sisteminde
mikobakterilerin izolasyonu amaciyla antibiyotik karistmi ve renksiz tetrazolium
tuzu iceren modifiye Kirchner besiyeri kullanmilir. Tetrazolium tuzu mikobakterilerin
redoks sistemi sayesinde, hiicre yiizeyinde graniiler formda biriken pembe, kirmizi
ve menekse renginde formazona indirgenir ve iireme sonucu olusan mikrokoloniler

renkli partikiiller seklinde makroskobik olarak goriilebilir. (49,50)

2.4.3. Serolojik Tam Yontemleri

[Ik kez 1898 yilinda tiiberkiilozlu hastalarin serumlarinda agliitinasyon
testinin yapilmasi ile baslayan serolojik tam1 yontemleri duyarliliklarinin ve
ozgiilliklerinin diisiik olmasi nedeniyle tiiberkiiloz tanisinda etkin bir sekilde
kullanilamamustir.  Bu testlerin tamida kullanilamamasinin en Onemli nedenleri
arasinda testlerin ¢cogunda antijen olarak kullanilan kiiltiir filtratlarinin, piirifiye
protein derivelerinin (PPD) birden fazla epitop icermesi ve M. tuberculosis ile capraz
reaksiyon veren c¢evrede ve normal florada yaygin olarak bulunan diger
mikobakteriler ile sik karsilagilmasi gosterilmektedir. Teknolojinin ilerlemesi ile
birlikte M. tuberculosis’te bulunan antijenler saflastirilmis ve bu antijenleri 6zgiil
olarak taniyan monoklonal antikorlar elde edilerek tanida kullanilan ELISA (Enzyme
linked immunosorbent asay) gibi serolojik testlerin duyarliliklart artirilmistir. (52)
Tiim gelismelere ragmen bu testlerin duyarliliklart %60 ile %80 arasinda degismis,

ozgiilliikleri ise tek 0zgiil epitop arandiginda %100’e yaklasmistir. (52)



ELISA, kat1 faz antikor kompetisyon testi gibi serolojik tani1 yontemleri
uygulanabilmektedir. Bu yontemler ile tiiberkiillozda olumlu sonuglar ancak
hastaligin ilerlemis donemlerinde alinmakta, bu donemde direkt yayma ve kiiltiir
yontemleri de pozitif sonu¢ verdiginden serolojik yontemlerin taniya ek bir katkisi
olamamaktadir. (52)

Ayrica yayma negatif akciger hastaligr olma olasilig1 daha fazla olan HIV
infekte kisilerde, antikor yapimi azalmis goriinmektedir. Bu da serolojik testleri daha
az duyarli yapmaktadir.(52) Bu testlerin akciger dis1 tiiberkiilozlu ve balgam

cikaramayan tiiberkiiloz 6n tanili hastalarda yararli olabilecegi diistiniilmektedir.(52)

2.4.4. Molekiiler Tam Yontemleri

Klasik laboratuvar tan1 yontemlerinden mikroskopinin 6zgiillik ve
duyarliliginin diisiik olmasi, kiiltiir yontemlerinin ise uzun zaman almasi nedeniyle
molekiiler yontemler tiiberkiiloz laboratuvarlarina cok hizli bir sekilde girmis ve
farkli uygulama alanlar1 bulmustur.  Molekiiler yontemler klinik orneklerde
bulunabilecek etkenin kisa siirede gosterilmesi, tanimlanmasi, alt tipleme ve ilac
direncinin saptanmasinda yarar saglayabilir. (53)

1985 yilinda Kary Mullis tarafindan PCR(polimeraz chain reaction)
tekniginin gelistirilmesi ile baslayan molekiiler c¢alismalar sonrasi, tiiberkiillozun
tanisinda kromozomal DNA veya rRNA aranmasma yonelik c¢esitli molekiiler
yontemler gelistirilmistir. Hasta 6rneklerinden direkt olarak MTBC’in tanis1 igin
bugiin pek c¢ok laboratuvarda uygulanmakta olan tekniklere ait heniiz tam bir
standardizasyonun bulunmamasi, siklikla yalanci negatif ve pozitif sonuglarin
olusmasina neden olabilmektedir. PCR uygulamalarinda sik¢ca gozlenebilen
kontaminasyon riskini ortadan kaldirabilmek, duyarlilik ve 6zgiilliigii arttirabilmek
icin bir ¢ok yeni yontem gelistirilmis olmakla birlikte bir kismi icin halen ¢alismalar

devam etmektedir.(3)

Kullanimdaki Ticari Direkt Amplifikasyon Testleri: Klinik orneklerden
mikobakterilerin saptanmasinda basta PCR ve transcription mediated amplification
(TMA) olmak iizere strand displacement amplification (SDA) ve ligaz chain reaction

(LCR) gibi cesitli amplifikasyon yontemleri kullanilmaktadir.(3)  Amplicor



M.tuberculosis testi (Roche Molecular System) tiim mikobakteri tiirlerinde ortak
olarak bulunan 16S rRNA geninin (16S rDNA) 584 bg¢'lik bolgesinin PCR ile
cogaltilmasi ve olusan DNA amplikonlarinin MTBC’e 6zgii proplarla kolorimetrik
yontemle saptanmasi temeline dayanir. Yontemin otomotize sekli Cobas Amplicor
MTB olarak adlandirilmaktadir. Testte internal amplifikasyon kontrolii bulunmakta
ve 6 saat icinde sonuglanmaktadir. Amplicor direkt bakisi pozitif solunum
orneklerinde tanisal amacla kullanilmasi i¢in FDA (food and drug administration)
onay1 almistir. Solunum 6rnekleri icin genel olarak duyarlilik %66.7-85.2, 6zgiillik
%98.8-99.7 olarak bulunmakta; mikroskopi pozitif Orneklerde duyarliik %92.6-
96.1’e ¢ikmakta, negatif olanlarda ise %48-71.7’ye diismektedir.(3,52)

Amplified M.tuberculosis Direct (AMTD2) testi (Genn Probe) 16S rRNA'nin
42°C'de izotermal olarak TMA ile cogaltilmas1 ve olusan RNA amplikonlarinin
MTBC’e 0zgii acridinium esterle isaretlenmis DNA proplart ile kemiliiminisans
yontemle saptanmasi temeline dayanir. AMTD 2-2.5 saat icinde sonuglanmakta ve
testte internal amplifikasyon kontrolii bulunmamaktadir. Yontemin tiim solunum
orneklerinde tanisal amacla kullanilmasi FDA tarafindan onaylanmistir.(3) BD
ProbeTee energy transfer (ET) Direct TB System (DTB) testi (Becton Dickenson.)
MTBC’e 6zgii IS6110 ve mikobakteri tiirleri i¢in ortak 16S rDNA bolgesinin 52-
50C*de izotermal olarak SDA yontemi ile c¢ogaltilmasi ve olusan DNA
amplikonlarinin MTBC’e 6zgii floresan boya ile isaretlenmis DNA proplan ile
florimetrik yontemle saptanmasi temeline dayanir. DTB tanisal amagla kullanilmasi
icin heniiz FDA onay1 almamistir.(3, 52)

Mikobakterilerde tir ayrimi  yapabilmek icin 16s rRNA/DNA
amplifikasyonunu takiben dizi analizi veya hibridizasyon yapilmasi veya “Heat
shock protein 65 (hsp) geninin amplifikasyonu ve restriksiyon endoniikleazlar ile
kesimi kullanilmaktadir. 16S rRNA/DNA gen bolgesinin tiim bakterilerde ortak olan
korunmus bolgesinin olmasi ve bu korunmus bolge icinde her bir mikroorganizma
icin 0Ozgiil olan bolgenin (signature /hyper variable bolge) bulunmasindan
yararlamlmaktadir. Once tiim bakterilerde ortak olan korunmus bolgeye ozgii
primerlerle amplifikasyon yapilmakta, sonra ya asin degisken bolgenin dizi analizi
yapilarak ya da tiire Ozgli problarla hibridizasyon yapilarak tiir ayrimina

gidilmektedir.(3, 54)



Yine mikobakteri tiirlerinin identifikasyonunda kullanilan DNA STRIP
teknolojisinde tiire Ozgii gen segmentlerinin tanimlanmasi esastir. Bu amacla
oncelikle kiiltiirden veya hasta materyallerinden DNA izolasyonunu takiben, PCR ile
hedefe 6zgii 16S-23S rRNA bolgesinin amplifikasyonu ve ardindan hedef DNA
dizisi komplementeri olan isaretli DNA problarla nitroseliiloz bir membran iizerinde
revers hibridizasyon sonrasi mikobakterilerin identifikasyonu yapilabilmektedir.
Hibridizasyon asamasinda, amplifiye edilmis ve biyotinle isaretli DNA materyali
once spesifik oligoniikleotid problar ile hibridize edilir. Hibridizasyon islemini
takiben ortama ilave edilen alkalen fosfatazla isaretlenmis streptavidin ortamda
bulunan hibride baglanir. Kromogen ile inkiibasyon sonrasi, biotin-streptavidin
baglanmasi  kolorimetrik  bir  sistemle tespit edilerek gorsel olarak
yorumlanmaktadir.(55, 56)

GenoType Mycobacteria Direct (Hain Lifescience, Nehren- Germany)
mikobakterin molekiiler tanisinda kullanilmak {izere ticari olarak mevcut DNA strip
teknolojisi ile iiretilmis bir revers hibridizasyon yontemi olan Line Probe Assay
(LIPA)’ler arasinda dogrudan hasta 6rneginden identifikasyon amacli kullanilir.

(55, 56)

GenoType Mycobacteria Direct (Hain Lifescience, Nehren- Germany): Hedef
RNA’nin izolasyonunu takiben iki ana kategoride gerceklesen bu testin siiresi
yaklagik 6 saattir. Hazirlanan hasta orneklerinden ekstrakte edilen mikobakteriye ait
hedef rRNA, oncelikle izotermal olarak NASBA (Niikleik asit dizi bazh
amplifikasyon) yontemi ile 41°C’de amplifiye edilir. (Thermalcycler ihtiyaci
yoktur). Amplifikasyonu takiben Revers hibridizasyon reaksiyonu esasina gore
tiretilmis striplerde hibridizasyon islemi gerceklestirilerek idantifikasyon saglanir.
Yiiksek ozgiilliige sahip olan bu test ile klinik olarak dnemli mikobakteri
tiirlerinden M. tuberculosis complex, M. malmoense, M. avium, M. kansasii ve
M. intracellulare tamimlanabilmektedir.

NASBA Reaksiyonu: Bu reaksiyon i¢in ii¢ farkli enzim kullanilmaktadir.
Revers transkriprtaz (RT), RNA Polimeraz (T7-RNA-Pol) ve RNAse H. Hedef,

ribozomal RNA olup aym1 zamanda canli basil varliginin gosterilmesine olanak



saglar. Caligmada 500-1000 pl dekontamine edilmis hasta 6rnegi kullanilir. Tercihan
pulmoner Orneklerde calisilmakla birlikte ekstrapulmonar Orneklerden de
calisilabilmektedir.

Reaksiyon ii¢ asamada gerceklesir:

1. asama, Hedef RNA’nin (sense RNA) birinci primer yardimiyla RT enzimi
sayesinde DNA kopyasi ¢ikarilir.

2. asama, ortamdaki DNA:RNA hibritindeki RNA molekiilii, RNAse H tarafindan
kesilerek uzaklastirilir

3. asama, ikinci primerle RT enzimi araciligryla DNA’nin kopyasi ¢ikarilir. Bunu
takiben T7-RNA-Polimeraz enzimi araciligi ile bu DNA molekiiliinden RNA kopyasi
olusturulur. Elde edilen bu kopya antisense RNA molekiiliidiir. Islemler bu
basamaktaki gibi tekrar edilirler ve sonucta milyonlarca kopya RNA amplikonlar
elde edilmis olur.

Revers Hibridizasyon: Once hasta rneklerinden NASBA reaksiyonu ile elde
edilen amplifikasyon iiriiniiniin kimyasal denatiirasyonu, bunu takiben membrana
bagh problarla tek sarmalli, biyotinle isaretli amplikonlarin hibridizasyonu, yikama
isleminin ardindan ortama ilave edilen streptavidin/alkalin fosfataz (AP) konjugat ile
hibritlerin boyanmasi ve kurutulan strip iizerinde olusan bantlarin degerlendirilerek
idantifikasyon isleminin tamamlanmasi basamaklarindan olusur.

2.4.5. Antitiiberkiiloz Tedavi

Antitiiberkiiloz Tedavi Tarihcesi: Antitiiberkiiloz tedavilerde doniim noktasi
1944’te streptomisinin (SM) devreye girmesi ile baslamistir ve bu ilacin kesfi
arastiricilarina Nobel odiilii kazandirmistir; ama kisa bir siire sonra goriilen niiksler
hekimlere tiiberkiilozda ilag direncini ogretmistir. Ug yil sonra zayif etkili bir
tiiberklostatik olan para aminosalisilik asidin (PAS) tedaviye eklenmesiyle SM
direncinin en ¢ok %9’a kadar cikabildigi gosterilince tiiberkiillozda kombine
tedavinin Onemi anlagilmistir. Ancak PAS alan hastalarin yarisindan fazlasinda
gosterilen gastrointestinal yan etkiler onemli bir sorun olusturmustur; hastalarin
yaklagik 1/3’nde ilag kesilmek zorunda kalinmistir. (12)

1950’nin baslarinda izoniazid ve izleyen yillarda pirazinamid, tiasetazon,
etionamid, protionamid ve etambutol bulunmustur. Bu kesifler senatoryumlarin

sonunu getirmis ve tedaviler ayaktan yapilmaya baslanmistir. Kemoterapideki son



devrim 1966°da rifampisinin kullamima girmesi olmustur. Bu kesif su anda da
uygulanmakta olan kisa siireli tedavinin yolunu agmistir.(8, 12)

Tedavide Kullanilan ilaclar: Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglar ikiye
ayrilirlar: 1) Kabul edilebilir diizeydeki toksisite profili ile birlikte en efektif olan
“birinci sira” ilaglar, 2) Genellikle daha az etkili, daha pahali1 ve daha ¢ok toksisitesi
olan “ikinci sira” ilaclar. Birinci sinifta bulunanlar; basta izoniazid (INH) olmak
iizere, rifampisin (RIF), etambutol (ETB), streptomisin (SM) ve pirazinamid
(PRZ)’dir. Tiiberkiilozlu hastalarin biiyiik cogunlugu bu ilaglarla basarili bir sekilde
tedavi edilebilirler. Ikinci simifta etionamid, paraminosalisilik asid, tiasetazon
(amitiozon), sikloserin, siprofloksasin, ofloksasin ve aminoglikozid olan
(streptomisin-dis1) viomisin, kapreomisin, kanamisin ve amikasin bulunur. (12, 58)

[zoniazid izonikotinik asidin hidrazididir ve halen mevcut olan antitiiberkiiloz
ilaglarin en giicliisiidiir. Esas etkisi aktif olarak tiremekte olan bakteriler iizerinedir.

Rifampisin bir rifamisin tiiriidiir. Tiiberkiiloz tedavisinde izoniazid’den sonra
ikinci Onemli ilactir. Hem hizli c¢ogalan, hem de dormant duruma gecmis
mikobakterilere etkilidir.  Gerek hiicre disindaki ve gerekse hiicre igindeki
mikobakterilere bakterisid etki yapar. Mikobakterilerin RNA polimeraz enzimini
inhibe eder. Biitiin tiiberkiiloz ilaglar i¢inde etki giicii bakimindan izoniazid’e en
yakin ila¢ olmasi, yan etkilerinin ondan daha az olmasi ve diger ilaclara direncli
suglara kars1 etkili bulunmasi bu ilacin degerini artirir. (12)

Diren¢ Sorunu: Tiiberkilloz basillerinde direng, dogal olarak direng
genlerinin varlifina veya spontan mutasyonlara bagli olarak gelismektedir.
Bakteriler arasi gen aktarimi yoluyla direng olusmamaktadir. Plazmitlere bagh direng
tamimlanmanustir. Dogal direng olasihgi: RiF icin 10®, INH icin 10°® , INH+ RiF
icin 10™ kadardur. (59)

Diren¢ bes mekanizma ile olugmaktadir:

1- Tlacin hiicre i¢ine alintminin azalmasi (Dormant basillerde goriilmekte),

2- Artmus efluks: INH direnci 6rnek,

3- Hedef molekiilde degisiklik: INH, RIF, ETB, SM ve kanamisin direnci,

4- On ilacin etkin ila¢ haline doniisiimiinii saglayan enzim aktivitesinde

azalma veya kayip: INH ve pirazinamid direnci,

5- Hedefin asir1 salgilanmasi: INH direnci (60).



Primer direng: Heniiz ilaclarin1 kullanmamis veya bir aydan daha kisa siire
ilag almis yeni tiiberkiilloz hastalarinda saptanan direngtir. Primer direnc; basilin
alindign kaynaga ait olan direngtir. Bir toplumdaki sekonder diren¢ oraniyla
paralellik gostermektedir. Primer diren¢ oranimin yiiksek olmasi o toplumda
uygulanmakta olan tiiberkiilloz korunma ve kontrol Onlemlerinin yetersizligini
yansitmaktadir. (61)

Sekonder diren¢: Bagslangicta duyarli olan basillerle infekte olan tiiberkiiloz
hastasinda, uygun olmayan tedaviye (ila¢ secimi, erken ila¢ kesme, tedaviye
uyumsuzluk) bagli olarak diren¢li mutantlarin artmasi sonucu gelisen direngtir.
Artmis sekonder direng, uygulanmakta olan tiiberkiiloz tedavi protokoliiniin

yetersizliginin gostergesidir. (61)

Diren¢  Gelismesinde  Etkili  Faktorler:  Anti-tibberkilloz ilaglarla
karsilasmamis olan Myobacterium tuberculosis izolatlar1 klinik olarak direngli
degillerdir. Ilaca direncli suslar genellikle antibiyotiklerin hatali kullanimiyla ortaya
cikmaktadir. Cogul ilaca direncli (CID; en az RIF+INH ikilisine direng) suslar, adim
adim direncin birikimiyle orta ¢ikmaktadir: CID tiiberkiiloz insan yapimudir.( 60)

Ulkemiz ve tiiberkiiloz insidansimin yiiksek oldugu iilkelerdeki ©nemli
sorunlardan biri duyarlilik testlerinin diizenli olarak yapilamamasidir. Onerilen, her
hastaya ait ilk M.tuberculosis izolat1 i¢in duyarlilik testinin yapilmasi, iki aylik
tedaviye ragmen kiiltiirii pozitif olan hastalarda tekrarlanmasidir. NCCLS 2003
duyarlilik test onerisi: M.tuberculosis i¢in baglangigta INH, RIF, ETB ve PRZ test
edilmeli, izolat RiF veya diger herhangi iki primer ilaca direncli bulunur ise sekonder
ilaglara duyarlilik testi yapilmasi yoniindedir. (60)

Duyarlilik testlerindeki diger 6nemli sorun ise klasik yontemlerin zaman alici
olmasidir. Kiiltiirden sonra en az 1-2 hafta gerekilidir. Yeni molekiiler yontemler
hizli, ancak pahalidir, deneyimli personel ve gelismis laboratuvar olanaklar
gerektirmektedir. Ayrica bazen direngli izolatlarin tamami saptanamamakta ve
direncten sorumlu mutasyonlarmn hepsini arastirmak miimkiin olmamaktadir. Ustelik

baz1 kokenlerde direncin mekanizmasi heniiz aydinlatilamamistir. ( 60)



Mikobakterilerde  Direncin ~ Saptanmasinda  Molekiiler =~ Yontemlerin
Kullanilmast: PCR teknolojisi ile mikobakterilerin basta rifampisin olmak {izere,
izoniazid, streptomisin, etambutol, klaritromisin ve florokinolonlara olan direng
durumlar hakkinda bilgi edinilebilmektedir. (62)

Mikobakterilerde RIF direnci, ozellikle ¢ogul ila¢ direncinin 6nemli bir
gostergesidir. Kisa siirede saptanmasi tedavi protokoliiniin belirlenmesi agisindan
oldukca yararhdir. RIF, RNA polimeraz enziminin B alt iinitesine baglanarak
transkripsiyon ve RNA’min uzamasmi engellemektedir. Mikobakterilerdeki
rifampisin direnci, DNA’ya bagimli RNA polimeraz enziminin [ alt iinitesini
kodlayan rpoB genindeki mutasyonlarla iliskilidir. Direng¢li suslarin %95’inde
mutasyonlar rpoB genindeki 81-baz ciftlik kor bolgesinde bulunmaktadir. Bu
bolgedeki mutasyonlarin kisa siirede gosterilmesi amaciyla PCR-baz dizi analizi,
PCR-“line probe assay” gibi yontemler gelistirilmistir. (63)

INH direncinin molekiiler yontemlerle arastirilmasi oldukca kompleks bir
istir.  Arastirmalar en az dort (katG, inhA, ahpC ve kasA) gende degisikliklerin
oldugunu gostermistir. Bunlardan karG genindeki mutasyonun direncteki 6nemi agik
olarak gosterilmistir. Bu gendeki yalmizca bazi mutasyonlarin (315 nolu kodon)
yiiksek seviyede ila¢ direncinden sorumlu oldugu, digerlerinin ise direngle iliskili
olmadiklari belirtilmektedir. (62, 64)

Direncin  saptanmasinda kullanilan ticari {riinler arasinda Revers
hibridizasyon esasina dayali, DNA strip teknolojisi (LIPA) ile hazirlanan ticari
iirinler yer alir. Bunlar INNO-LIPA Rif TB ve GenoType MTBDR’dir. Bu iiriinler,
nitroselliilloz membran iizerinde direngten sorumlu gen bolgesine ait duyarli ve
mutant dizileri iceren problar ihtiva ederler. Uygulamada kiiltiir ortaminda elde
edilen ve diren¢ geni arastirilacak her izolat icin PCR ile c¢ogaltma islemi
gergeklestirilir. Takiben direncten sorumlu gen bolgelerine ait DNA molekiilleri bu
problar ile hibridizasyona birakilir. Hibridizasyon sonrasi mutant dizilere baglanma
durumu “direngli” olarak yorumlanir. Test siiresi yaklagik 3-4 saat kadardir.
GenoType MTBDR (Hain Lifescience, Nehren- Germany) aym teknoloji ve test
prensibine dayali olarak hem RIF hem de INH’e karsi olusan mutasyonlar: tespit
edebilen bir iirtinken, INNO-LIPA Rif TB (Inno-Genetics NV, Ghent, Belgium)

sadece RIF direncini arastirmada kullanilan aym1 paralelde bir iiriindiir. (55)



3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Etik Kurul tarafindan 07.06.06 tarihinde, 7 sayil karar ile
onaylandi. Ocak 2007-Nisan 2007 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nin cesitli kliniklerinden, Eskisehir Verem
Savas Dispanseri’nden ve Taksim Verem Savas Dispanseri’nden akciger tiiberkiiloz
siiphesi olan kisilerin balgam 6rnekleri topland:. llgili birimlerden alman 64 balgam
ornegi calismaya dahil edildi. Biitiin 6rneklere karbolfuksin metodu (kinyoun) ve
florokrom metodu (fnollii auramin) ile direkt mikroskopik inceleme yapildi.
GenoType Mycobacteria Direct (Hain Lifescience) testi ile Mycobacterium
tuberculosis complex arandi. Tium Orneklerin Lowenstein-Jensen ve Bactec 12B
besiyerlerine ekimi yapildi. Ureyen o6rneklerde BACTEC 12B ve GenoType
MTBDR ile INH ve RIF direnci arandi. Kontaminasyon ve bulas riski tasiyan tiim
islemler giivenlik kabininde yapildi. Tiim O6rneklerde yontemlerin duyarlilik,
ozgiillik, pozitif ve negatif prediktif degerleri kiiltiir sonuclarnyla karsilastirilarak
hesaplandi. Duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif degerle

ilgili tammlamalar asagida verilmistir.(57)

Duyarlilik: Gergek pozitiflik / ( Gergek pozitiflik+ Yalanci negatiflik)

Ozgiilliik: Gercek negatiflik / ( Gercek negatiflik+ Yalanci pozitiflik)

Pozitif Prediktif Deger (PPD): Gercek pozitiflik / (Gergek pozitiflik+Yalanct
pozitiflik)

Negatif Prediktif Deger (NPD): Gercek negatiflik / (Gergek negatiflik+Yalanci
negatiflik)

3.1. Direkt Mikroskopik inceleme

Orneklerden iki direkt yayma ve iki adet homojenize-dekontamine yayma
olmak tizere dorder adet yayma hazirlandi.
Direkt Yayma: Balgamin mukoid bir bolgesinden 6ze veya pipet kullanilarak bir

miktar1 lama transfer edildi.



Yogunlastirnlmis Yayma: Homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon
islemleri uygulanan balgam Orneginin sedimentinden bir damla alinip, bir lam
tizerinde ince tabaka halinde(1.5 — 1.5 cm) yayildu.
Homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon  islemi  N-Asetil -L-Sistein
(NALC) + Sodyum hidroksit (NaOH) yontemi ile yapildi. Bunun igin
Homojenizasyon - Dekontaminasyon Kiti (RTA laboratuvarlari Gebze/Kocaeli)
kullanildi.

N-Asetil -L-Sistein (NALC) + Sodyum hidroksit (NaOH) yontemi:

NALC mukolitik, NaOH dekontaminan ve sodyum sitrat klinik Ornekte
bulunabilecek agir metal iyonlarmi baglayarak NaOH'i stabilize eder, hem de
NALC'nin bu iyonlar nedeniyle inaktive olmasini engellemek amaciyla kullanilir.
NaOH, olduk¢a etkili bir dekontaminanttir. Ayrica emulsifiye edici etkisi de
oldugundan mukolitik olarak da yararlanilir. NaOH ile birlikte kullanilmasi, 6rnegin
karsilastign NaOH konsantrasyonunu ve bununla karsilagma siiresini azaltarak,

basillerin NaOH'in toksik etkisinden zarar gorme riskini azaltmis olur.

Homojenizasyon-Dekontaminasyon Kiti (RTA laboratuvarlar) icerigi:
1.0rnek toplama tiipii: N-asetil-L-sistein (NALC),25-50mg 50ml icinde.
4mm capinda cam boncuklar igeren polipropilen tiipler.

2.Sodyum hidroksit (NaOH) % 3 ve trisodyum sitrat % 2.94 soliisyonu,

10ml, polipropilen tiiplerde

3.Steril fosfat tamponu (Na,HP0s, KH,PO4 ) 50ml, polipropilen tiiplerde

(pH:6.8)

Yontem: Ornek 50 ml’'lik 6rnek toplama tiipiine aktarildi ve iizerine klinik
ornegin miktar1 kadar NaOH + Sodyum sitrat ¢ozeltisi ilave edildi. Ornek 10 ml’den
fazla ise en piiriilan, mukoid ve kanli kismindan 10 ml alind. Ornek + NALC +
NaOH + Sodyum sitrat karisimim iceren boncuklu tiipler 30 saniyeyi gecmeyecek
sekilde vortekslendi ve oda 1sisinda 15 dakika bekletildi. Bu siire asilmamasina
dikkat edildi. Siire tamamlandiginda nétralizasyon amaci ile 6rnek toplama tiipiiniin
50 ml isaretine kadar fosfat tamponu (pH 6.8) ilave edilip, karisim el yardimu ile alt-
ist edildi. Fosfat tamponu ilave edilmis tiipler, bakteri yogunlugunu artirmak igin

3500x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant, dikkatlice icinde 1/10-1/50 diliie



edilmis sodyum hipoklorid bulunan bir kaba bosaltildi. Ornek toplama tiipiinde
kalan sedimente 12.5 ml cizgisine kadar tekrar fosfat tamponu ilave edildi ve
vortekslendi. Fosfat tamponu ilave edilmis tiipler, tekrar 3500x g’de 10 dakika
santrifiij edildi. Sedimentin korunmasina 6zen gosterilerek, siipernatant dikkatlice
icinde 1/10-1/50 diliie edilmis sodyum hipoklorid bulunan bir kaba bosaltildi.

Ornek toplama tiipiinde kalan sediment yapilacak tiim islemler icin hazir hale
getirildi.

Boyalarin Hazirlanmasi:

Kinyoun’s Karbolfuksinin Hazirlanisi: Soliisyon 1:20 ml % 95 etanolde 4.0 g
bazik fuksin ¢oziildii. Soliisyon 2:100 ml distile suda 8.0 g fenol kristalleri ¢oziildii
ve 1sitildi. Calisma soliisyonu: Soliisyon 1 ve 2 birlestirildi. Adi, hazirlama ve son
kullanma tarihi sise lizerine etiketlendi.(3 ay siireyle oda 1sisinda saklanir) Renk
giderici ajan: %3 asid-alkol: 3 ml hidroklorik asidi, 97 ml %95 etanole dikkatlice
eklendi. Adi, hazirlama ve son kullanma tarihi sise iizerine etiketlendi.(3 ay siireyle
saklanabilir) Zit boya: Metilen mavisi kullanildi. 100 ml distile suda 0.3 g metilen
blue kloriirii ¢oziildii. Adi, hazirlama ve son kullanma tarihi sise iizerine etiketlendi.
(3 ay siireyle oda 1s1sinda saklanabilir)

Kinyoun karbolfuksin (soguk karbolfuksin) boyama: Yaymalar hazirlanirken
yeni ve temiz lam kullanilmasina 6zen gosterildi. Her 6rnekten bir tane direkt, bir
tane homojenizasyon-dekontaminasyon isleminden sonra olmak iizere iki adet yayma
uygun sekilde hazirlandi ve yayma biyolojik giivenlik kabininde havada kurutuldu.
Elektrikli lam 1siticisinda 65-70°C’de en azindan 2 saat siireyle tespit edildi. Tim
yayma Kinyoun karbolfuksin ile kapland1 ve 2 dakika siireyle boyanmasi beklendi ve
suyla yikandi. Lam % 3 asid alkolle kapland1 ve yikandi. Yikama sonucu akan sivi
renksiz akincaya kadar renksizlestirildi ve su ile yikandi. Lam metilen mavisi ile
(z1t boya) kaplandi, 20-30 saniye bekletildi ve su ile iyice yikandi. Yayma havada

kurutuldu ve 100’1iik immersiyonlu objektif ile incelendi.

Preparatlarin Degerlendirilmesi: Preparatlar, immersiyon objektifiyle, x1000
biiylitmede ortalama 300 alan gezilerek degerlendirildiler. Bunun i¢in, lamin uzun
kenan boyunca birbirine parelel en az 3 hat incelendi. Metilen mavisiyle mavi renkte

boyanan zeminde, karbol fuksin ile kirmizi boyanan ince basillerin saptanmasiyla,



ARB pozitif olarak degerlendirildiler. Pozitif yaymalar basillerin yogunluguna gore
+1, +2, +3 ve +4 olarak derecelendirildi. Boyama iglemi sirasinda yanlis pozitiflige
yol agabilecegi i¢in, boya kristallerinin olusmamasina ve kullanilan boyada tortu
bulunmamasina dikkat edildi.

Florokrom aside direncli boyama: Calismamizda floresan boya olarak
Auramin-Fenol yontemini kullandik. Her Ornekten bir adet direkt, bir adet
yogunlastirilmis olmak {izere iki adet yayma 05151 Fluorescent Stain Kit for

Mycobacteria (Fluka) ile boyanarak degerlendirildi.

Kit Igerigi: Fenolik auramin soliisyonu (Fluka 30503): 0.3g Auramin O, 3.0
gr Fenol, 100ml distile su. Asit alkol soliisyonu(Fluka 56694): 99.5ml %75
etanol,0.5gr sodyum klorid, 0.5ml hidroklorik asit.  Potasyum permanganat
soliisyonu (Fluka 81199): 0.1gr Potasyum permanganat, 100ml distile su

Yayma fenolik auramin soliisyonu ile kaplandi. Yaymanin tizeri kurumadan
15 dakika siireyle boyanmasi saglandi ve siire sonunda suyla yikanarak fazla su
lamdan akitildi. Lam asit alkol soliisyonu(dekolorizasyon) ile yikandi ve 2-3 dakika
dekolorizasyon icin beklendi ardindan suyla yikanarak fazla su lamdan akitildi
Lam potasyum permanganat soliisyonu ile (zit boya) kaplandi1 ve 2 dakika siireyle
boyanmasi saglandi, su ile yikandi ve fazla su lamdan akitildi. Yayma havada
kurutuldu. Fazla bekletilmeden (24 saat icinde) floresan mikroskobi ile x250 (en az
30 alan) veya x450 ’likk (en az 50 alan) biiyiitme ile tarandi. Karanlik bir zeminde
sar1-yesil ince, kivrik, i¢i tanecikli floresan veren bakterilerin varligi pozitif olarak
yorumlandi. Floresan veren basilin karekteristik morfolojisi x1000 ’lik biiyiitmede
immersiyonlu objektif ile dogrulandi. Pozitif yaymalar basillerin yogunluguna gore

+1, +2, +3 ve +4 olarak derecelendirildi. (28, 40, 46)

3.2. Kiiltiir

a. Lowenstein-Jensen Besiyerine ekim: LJ besiyeri: monopotasyum fosfat,
magnezyum siilfat, magnezyum sitrat, asparagin, gliserol, distile su, patates unu,
malagit yesili, homojenize edilmis tam yumurta igerir(1,12). Calismada
kullandigimiz LJ besiyeri, (Diomed Istanbul) firmasindan hazir olarak temin

edilmistir. (31)



Homojenize dekontamine edilmis klinik orneklerin sedimentinden 1 ml'lik
disposable enjektorle alinarak, besiyerlerinin yiizeylerine 0.1 ml miktarda birakilip
yayildi. Besiyerine absorbsiyonun saglanmasi igin tiipler, egik yiizeyleri yukariya
bakacak sekilde, kisa bir siire yatik tutulduktan sonra, kapaklar hafif gevsek
birakilarak 37°C' de inkiibasyonlar1 baslatildi. Birinci hafta sonunda kiiltiirler tekrar
degerlendirilerek kapaklar1 sikistirildi ve inkiibasyona devam edildi. Iki giinde bir
iiremeleri kontrol edildi. Ureme saptananlarin inkiibasyonlar1 sonlandirildi,
saptanmayanlar icin toplam 8 hafta inkiibasyona devam edildi. Olusan kolonilerden
preparat hazirland1 ve kinyoun yontemiyle boyanarak ARB varlig1 dogrulandi.(28)

b. Bactec 12B Besiyerine ekim: Kontaminasyonu dnlemek amaciyla, Bactec
12B besiyerine kiiltiir islemi uygulanmadan once ilave edilen ve liyofilize halde
bulunan PANTA, 5ml PANTA Reconstituting Fluid (PRF) ile ¢oziildii. Cesitli
antibiyotikleri iceren bu c¢ozelti kiiltiir isleminden Once, besiyeri siselerinin agzi
%70'ik alkolle silinerek, her Bactec 12B(Middlebrook 7H12) besiyerine 0.1 ml ilave
edildi. PANTA soliisyonu sulandirildiktan sonra asagidaki antibiyotik

konsantrasyonlar elde edildi:

Polimiksin B 50 iinite/ml
Azlosilin 10 meg/ml
Nalidiksik asit 20 mcg/ml
Trimetoprim 5.0 meg/ml
Amfoterisin B 5.0 me/ml

0.1 ml PANTA soliisyonu ilave edildikten sonra, homojenize-dekontamine
balgam 6rneklerinden 1 ml'lik disposable enjektorle 0.4-0.5 ml alinarak BACTEC
12B besiyerine ekildiler. Ekim isleminden sonra besiyerlerinin agzi tekrar alkol ile
temizlendi ve besiyerleri yar1 otomatize BACTEC 460 TB (Becton Dickinson)
sisteminde degerlendirildi.

Balgam orneklerinin ekildigi Bactec 12B besiyerleri 37°C'de, 6 hafta siire ile
bekletildi ve ilk iki hafta, haftada iki kez, son dort hafta, haftada bir kez BACTEC
460 TB otomasyon cihazinda kontrol edildi. Bu siire sonunda lireme gostermeyen
kiiltiirler negatif olarak degerlendirildi. (28)

Balgam 6rnegi mikobakteri iceriyorsa, bu mikobakteriler 12B besiyerindeki

C isaretli substrati (palmitik asit) kullanarak, besiyerinin iizerindeki atmosfere



"CO, cikarmaktadir. BACTEC 460 TB cihazinda yapilan kontroller sirasinda
siseden cekilen gaz ortamindaki bu '*C0, varligimi gosteren radyoaktivitenin 0-999
sinirlart i¢indeki sayisal degeri belirlemektedir. Bu sayilar tireme indeksini (Gl)
gosterir ve otomatik olarak kaydedilir. Bu sistemle kontrol edilen 12B besiyerlerinin
Gl degeri ~ 10 oldugunda, bu siseler giinliik kontrole alind1 ve Gl degerleri her giin
takip edildi. Gl degeri ~ 50-100'e yiikselen besiyerlerindeki tireme Kinyoun
yontemiyle boyanarak incelendi. Boyali preparatta saf halde aside direngli basil
goriilen kiiltiirler, mikobakteri iiremesi pozitif olarak kabul edildiler. Alt1 haftalik
inkiibasyon sonunda iireme indeksi <10 olan ornekler ise lireme agisindan negatif
olarak kabul edildi. ARB pozitif iiremelerin M.tuberculosis complex (MTBC) ve
titberkiiloz dis1t mikobakteri (MOTT) ayrimi NAP testi ile yapildi.(66)

BACTEC NAP (p-Nitro-a-acetylamino-B-hydroxypropiophenone) Testi:

NAP M. tuberculosis complex’in iiremesini selektif olarak inhibe eder. Diger
mikobakteri tiirleri NAP ile inhibe olmaz veya kismen inhibe olabilir. Ureme yoksa
bakterinin M. tuberculosis complex’e ait oldugu diistiniiliir.

Yontem: 12B sisesinin GI’i 50-100’e ulastiginda, besiyeri karigtirilarak 1 ml
besiyeri NAP flakonuna aktarildi. Kalan 3 ml besiyeri kontrol olarak kullanildi. GI
100’4 gecen kiiltiirler icin NAP testinden once ekim yapilmamis BACTEC 12B
besiyeri (Middlebrook 7H12) ile diliisyon yapildi. Diliisyon oranlann asagida
gosterilmistir.

GI Miktan Diliisyon

50-100 Diliisyon yapilmadi

101-200 0.8 ml

201-400 0.6 ml

401-600 0.4 ml

601-800 0.3 ml

801-999 0.2 ml

999>1 0.1 ml

Diliisyon yapildiktan sonra besiyerinin 1 ml’si NAP flakonuna aktarildi.
Artan besiyeri kontrol olarak kullanmilmak iizere inkiibe edildi. Hem inokiilasyon
yapilan primer izolasyon sisesi (kontrol), hem de NAP flakonlan giinliik olarak 2-7
giin siire ile okundu, GI kaydedildi.



Degerlendirme: Sonuglar 4 giinden kisa olmamak kaydiyla 2-7 giin icinde
degerlendirildi. Kontrol sisesinin GI’i artmasina ragmen NAP testi sisesinin GI'i
azaliyor veya degismiyorsa MTBC, artig gosteriyorsa MOTT olarak degerlendirildi.

MTBC disinda diger mikobakterilerden M. kansasii, M. gastri, M. szulgai, M.
terrae ve M. triviale’nin bazi suglar1 NAP ile kismen inhibe olabilir. Bu durumda ilk
2-4 giinlik okuma sonuclan1 yanhs degerlendirilebilir. Sonu¢ vermeden Once
inkiibasyonun 2-3 giin daha uzatilmasi bu hatay1 dnleyecektir. Kontrol siselesindeki
(orijinal kiiltiir sisesi) giinlik GI artmaya devam etmelidir, artis gostermiyorsa NAP
sonucu degerlendirmeye alinmamalidir.

M. tuberculosis complex: inokiilasyondan sonra ardisik iki GI’de onemli bir
azalma (%20); ilk iki giin hafif, fakat onemli olmayan bir artis ve ardindan artisin
olmamasi veya azalma olmasi

Tiiberkiiloz dis1 mikobakteri: Giinliikk GI’in dort giin icinde 400 ve iizerine
cikmasi; inokiilasyondan sonra ilk 1-2 giin icinde artis olmamasi veya hafif bir
azalma, iki giiniin ardindan 6nemli bir artis (%20) olmasi olarak yorumlandi.(28, 65,)

RiF ve INH direncinin BACTEC 12 TB ile saptanmasi: INH ve RIiF
duyarlilik testinde besiyeri olarak Bactec 12B siseleri, BACTEC 460TB kiiltiir
sistemi ile kullanildi. Bactec 12B sisesindeki iireme indeksleri (Growth Indeks = GI )
500-800’e ulastiginda antitiiberkiiloz ilag duyarlilik testi baslatildi. GI 800-999
arasinda olanlar 1:1 oraninda diliie edildikten sonra duyarlilik testine alindi.
Antibiyotik duyarlilik testi i¢in SIRE (Streptomisin, isoniazid, rifampisin, etambutol)
iceren kitden son konsantrasyonlar: INH igin 0.1 pug/ml ve RIF igin 2.0 ug/ml olmak
tizere iki antibiyotik de Sml distile su ile hazirlandi. (67)

[laclarin hazirlanmis olan kritik konsantrasyonlart BACTEC 12 B siselerine
0.1 ml ilave edildi. GI 500-800 olan besiyerinden de 0.1 ml ila¢ ilave edilmis
besiyerlerine eklendi.(GI 800-999 arasinda olanlar 1:1 oraninda diliie edildikten
sonra eklendi) Uremeyi kontrol etmek amaciyla herhangi bir ilag icermeyen kontrol
Bactec 12B sisesi (C=0) kullanildi. Bu siseye de kiiltiir 6rneginden 0.1 ml eklendi.
Ayrica direngli/duyarli ayriminda kullanabilmek i¢in, C=100 ad1 verilen ikinci bir
Bactec 12B kontrol sisesi kullanildi. Kontrol C=100’1 hazirlamak amaci ile, yiiz kat
diliie bakteri siispansiyonu elde etmek gerekmektedir. Bu amacla, i¢inde 9.9 ml

diliisyon s1visi bulunan siseye yukarida sozii edilen kiiltiir 6rneginden 0.1 ml konmusg



ve vortekslenmistir.  Hazirlanan bu bakteri siispansiyonundan 0.1 ml bakteri
siispansiyonu alinarak, i¢inde herhangi bir antitiiberkiiloz ilag bulunmayan C=100
kontrol Bactec 12B sisesine inokiile edilmistir. Siseler 37°C‘de karanlikta inkiibe
edilmis ve her giin aym saatte BACTEC 460 cihazinda okutulmustur. C=100 kontrol
sisesinde GI'i 30 ve {iizerine ulasinca test sonlandirilmis, kontrol ve ila¢ iceren
siselerin, bir giin Onceyle karsilastirarak, GI farkliliklar1 (AGI) hesaplanmistir.
Kontrol C=100 sisesinin AGI > ilachh sisenin AGI=duyarli, C=100 sisesinin
AGl<ilacl sisenin AGI =direngli olarak belirlenmistir. (68)

GenoType Mycobacteria Direct Test (GTMD) (Versiyon 4) ( Hain
Lifescience, Nehren,Germany):  Mycobacterium avium, M. intracellulare, M.
kansasii, M. malmoense, M. tuberculosis complex tiyelerini kisa siirede tanimlamak
icin ¢alisildi. Kansiz Homojenize-dekontamine edilmis 64 balgam 6rnegi isleme
alindi. Testin prosediirii 3 adimdan olugmaktadir:

1.Manyetik boncuk yakalama yontemiyle gerceklestirilen RNA izolasyonu
2.NASBA reaksiyonuyla Amplifikasyon
3.Ters hibridizasyon

Molekiiler yontemlerde sik karsilagilan kontaminasyon ve sonucunda yalanci
pozitif sonuclar engellemek i¢in ¢alisma ortam1 %10 sodyum hipokloridle silindi.
GenoType Mycobacteria Direct Test Kit icerigi :

Tiire 6zgii problarla kapli membran stripleri

MB: Manyetik Boncuk

BIN: Binding Buffer

LB: Lizis Buffer

BB: Boncuk Buffer

ICR: internal Kontrol DNA

EDB: Enzim Diliisyon Buffer

EML:Liyofilize Haldeki Enzim Miksi , 44 pl EDB ile ¢oziiliir ve en az 15 dk oda
sicakliginda bekletilir.

PC-RNA: Pozitif kontrol RNA, (Coziildiikten sonra 2-8 °C’de saklanmalidir.)
CRB: Kontrol RNA Buffer

PNM": Primer Niikleotid Miks + DMSO



PO: Parafin yag
DMSO: Dimetilsiilfoksit
X-DEN: Denatiirasyon sivisi. Kullanima hazir
HYB: Hibridizasyon sivist. Kullanima hazir
X-STR: Stringent yikama soliisyonu. Kullanima hazir
X-RIN: Durulama sivist. Kullanima hazir
CON-C: Konsantre konjugat. Seyreltilerek kullanilir
CON-D: Konjugat diliienti
SUB-C: Konsantre substrat. Seyreltilerek kullanilir
SUB-D: Substrat diliienti
Testte Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi: %96 ve %70’lik etanoller
hazirlandi
LB: Onceden en az 20 dk 37 °C’de 6n inkiibasyon yapildi, kullanmadan 6nce ¢okelti

olup olmadig1 kontrol edildi, eger varsa alt-iist edilip ¢okelti ¢ozdiiriildii.

ICR: Liyofilize haldeki internal Kontrol RNA, Kontrol RNA Buffer (CRB) ile
¢oziildi. Liyofilize ICR igine 60 ul CRB eklendi ve vortekslendi. (30 izolasyon i¢in
yeterli)

BB / ICR Miks: :Her bir ornek i¢in karistm, 100 pl BB + 2 pl ¢oziinmiis ICR ile
hazirland1 ve vortekslendi

PC-RNA: Liyofilize haldeki PC RNA CRB ile ¢6ziildii. Her bir PC RNA 15 ul CRB
ile sulandirild1 ve vortekslendi.(Karistm 3 izolasyon i¢in yeterlidir). Her bir pozitif
kontrol i¢in ¢oziinmiis 5 ul PC-RNA + 500 pl Grade Water ile sulandirildi ve
vortekslendi.

MB / BIN Miks: Her bir 6rnek i¢in 33 pl MB + 220 pl BIN hazirlandi. Pipetleyerek
karistirildi.

PNMP: Amplifikasyona baslamldiginda her bir reaksiyon igin 11,5 pl PNM + 3,5 pl
DMSO eklenip vorteklenerek hazirlandi.

EML: Ekstraksiyon isleminin 85 °C’deki 20 dakikalik inkiibasyon asamasinda
Liyofilize Haldeki Enzim Miksi (EML), 44 ul EDB ile diliiye edildi (8
reaksiyonluktur). Enzim kesinlikle vortekslenmez. Iyice ¢oziinmesi icin 15 dk oda
sicakliginda bekletildik sonra kullanilana kadar +2-8 °C’ye kaldirildi. (Kalan miks -
20 °C’de 4 hafta saklanabilir.



Testin yapilist:

1.RNA izolasyonu:

Ornek sayisina goére MB/BIN miksi hazirlandt  (MB  kullamlmadan 6nce
vortekslendi) ve 1,5 ml 6zel kapakli tiiplere her bir hasta icin 230 pl miks pipetlendi
ve iizerine dekontamine edilmis 6rneklerden 700yl ilave edildi. Pipetle al-ver yapildi
ve oda sicakliginda 15 dk bekletildi.

Tiipler manyetik separatore yerlestirildi, manyetik cubuk miknatislar {iistte olacak
sekilde(pozisyon A) siiriildii ve 2 dakikalik Inkiibasyon sonunda siipernatant pipetle
pellete dokunmadan dikkatlice uzaklastirildi.

Manyetik ¢ubuk geri cekildi ve her bir tiipe 50 ul (6nceden en az 20 dk 37°C’ye
1isitilmis) LB pipetlendi (aldi verdi yapilir). 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten
sonra tizerine 150 pl %96’lik etanol ilave edildi, tiipler vortekslendi ve 5 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi.

Manyetik cubuk tekrar siiriildii (poz A) ve 2 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire
sonunda separator birka¢ kez alt-list edildikten sonra 1 dk tekrar inkiibe edildi. Son
olarak siipernatant dikkatlice cekildi. Magnetik cubuk cikartildi, tiiplere 1’er ml
%70’1ik etanol pipetlendi ve tiipler votekslendi.

Manyetik cubuk siiriildii (poz A) ve 2 dk inkiibasyondan sonra separator birkag kez
alt-ist edildikten sonra 1 dk oda sicakliginda tekrar bekletildi ve siipernatant
uzaklastirildi. Kapaklar kapatilmadan siipernatantin tamaminin buharlagmasi igin 5
dk oda sicakliginda birakildi ve kalan siv1 tekrar pipetle ¢ekildi

Etanol tamamen uzaklastiktan sonra manyetik cubuk cekildi ve her bir tiipe 100 pl
BB/ICR miksi pipetlendi, al-ver yapildiktan sonra 20 dk 85 °C’de kapaklar agik
olarak inkiibe edildi.

Tiipler separatore yerlestirildi ve manyetik ¢ubuk miknatislan altta olacak sekilde
(pozisyon B) siiriildii ve 2 dk inkiibe edildi. Sonu¢ olarak elde ettigimiz RNA’lar
siipernatanta gectiginden siipernatant amplifikasyon i¢in ayr1 bir tiipe alindi. (Hemen

caligiimayacaksa -20 °C’de 3 giin saklanabilir)

2.Amplifikasyon (NASBA Reaksiyonu):
0,2’lik PCR tiiplerine 15 pl PNM® + 10 pl RNA + 20-30 ul PO (parafin yag1)

pipetlendi ve Thermocycler cihazina amplifikasyon konur. 3. adima gelindiginde



tiiplerin igine parafin yagimin altina dikkatlice 5’er pl 6nceden hazirlanmis olan

Enzim Miksi pipetlendi ve tiipler cihaza geri kondu. (Amplifikasyon iiriinii hemen

calisilmayacaksa -20°C’de 3 giin saklandi.)

Sicaklik 65 °C 41 °C 41°C
Siire 8 dk 5 dk 60 dk
Dongii 1 1 1

3.Ters Hibridizasyon:

Auto-Lipa Cihaziyla otomatize olarak yapildi. Calismadan once cihaza Fill
sistem ve Auto Clean islemleri uygulandi. Uygun program secilerek 6n 1sitma islemi
baslatildi.(yaklasik 45 dk). Bu arada Hibridizasyon (HYB) ve Stringent (X-STR)
soliisyonlar1 cihazin 1sitict boliimiine yerlestirildi. (Bu soliisyonlar kullanilmadan
once 37-50 °C’ye getirildi)

Yeterli miktardaki konjugat ve substratin uygun bufferlan ile 1/100 oraninda
seyreltmeleri yapilarak hazirlandi. Sistem hazir hale geldiginde calisilacak 6rnek
sayist belirlendi ve program baslatildi.

Her bir kuyucugunun iist kismina 20 ul Denatiirasyon sivisindan (X-DEN),
tizerine ise amplifikasyon iriinlerinden 20 pl pipetlendi. Al-ver yaparak
denatiirasyon sivisi ile amplifikasyon {iriiniiniin karigsmasi saglandi ve oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda programa devam edildi ve cihaz her bir kuyucuga 1 ml
onceden 1sitilmig Hibridizasyon sivist (HYB) dagitarak  hibridizasyonun
gerceklesmesi saglandi.

Bu sirada bir pens yardimiyla kuyucuklara stripler yerlestirildi. Stripler
yerlestirilirken renkli kistm yukarida olacak sekilde kondu ve tamamen siviya batmis
olmalar saglandi. 50 °C’de 30 dakika inkiibasyon baslatildi.

Cihaz inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar1 bosaltilarak iizerlerine &nceden
1sitilmig Stringent yikama soliisyonundan (X-STR) 1 ml aktardi. 50 °C’de 15 dakika
inkiibe edildi.



Bu sirada asamasinda temiz bir tiipte yeterli miktarda Konsantre konjugatin
(CON-C), Konjugat diliienti (CON-D) ile 1/100 oraninda seyreltilerek hazirlandi.

Siirenin sonunda kuyucuklardaki tiim sivi cihaz tarafindan ¢ekildi ve her bir
kuyucuga 1 ml seyreltilmis Konjugat soliisyonu eklendi. 25 °C’de 30 dakika inkiibe
edildi.

Bu inkiibasyon asamasinda temiz bir tiipte yeterli miktarda Konsantre
substratin (SUB-C), Substrat diliienti (SUB-D) ile 1/100 oraninda seyreltilerek
hazirlandi. (1s1ktan etkilendigi icin substratin karanlikta saklandi.

Siirenin sonunda kuyucuklardaki tiim siv1 cihaz tarafindan ¢ekildi ve her bir
kuyucuga 1 ml Durulama sivis1 (X-RIN,) kondu. 1 dakika ¢alkaland1 ve kuyucuklar
bosaltilarak X-RIN ile yikama islemi tekrar edildi.

Stirenin sonunda kuyucuklardaki tim sivi cihaz tarafindan c¢ekildi.
Kuyucuklara 1 ml distile su kondu ve stripler 1 dakika yikanda.

Siirenin  sonunda kuyucuklardaki tim sivi cihaz tarafindan c¢ekildi.
Kuyucuklara 1 ml seyreltilmis substrat konudu. Oda sicakliginda karanlikta 5 dakika
inkiibe edildi. Substratin fazlaliginin uzaklastirilmasi icin stripler 2 kez distile su ile
yikandi. Stripler kuyucuklardan ¢ikarilarak iki kurutma kagidi arasinda kurutuldu ve

kitin i¢inden ¢ikan degerlendirme kartiyla stripler yorumlandi.

flag direncinin molekiiler yontemle saptanmasi: Bu amagla calismamizda

revers hibridizasyon esasina dayali, DNA strip teknolojisi ile hazirlanan ticari bir
iriin olan GenoType Mycobacteria Drug Resistance (MTBDR) (Hain Lifescience
GMBH, Nehren, Germany) kullanilmistir. Bu testle RIF ve INH ilaglarma karst
olusan mutasyonlarin bir kismini tespit etmek miimkiindiir. Testin asamalart:

Kiiltiir ortaminda elde edilen ve direng¢ geni arastirilacak her izolat i¢in PCR
ile cogaltma islemi gergeklestirildi.

Takiben direngten sorumlu gen bolgelerine ait DNA molekiilleri nitroselliiloz
stripler tizerinde bulunan direncten sorumlu gen bolgesine ait duyarli ve mutant
dizileri igeren problar ile hibridizasyona birakildi.

Hibridizasyon sonrast mutant dizilere baglanma durumu (bant olusumu)

direncli olarak yorumlandi.



Conjugate Control [CC]
Universal Control [UC]
M. tuberculosis complex [TUB)
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rpoB WT 1
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Sekil: 3.1. Strip iizerinde bulunan prob bolgeleri
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GenoType MTBDR Kit Icerigi:

Tiire 6zgii problarla kapli membran stripleri

PN karisimi (PNM): Primer niikleotid karisimi

Rinse Soliisyonu (RIN): <1% NaCl, <1 % anyonik tensid
DEN: Denatiirasyon sivist. Kullanima hazir

HYB: Hibridizasyon sivisi. Kullanima hazir

STR: Stringent yikama soliisyonu. Kullanima hazir
RIN: Durulama s1visi. Kullanima hazir

CON-C: Konsantre konjugat. Diliiye edilerek kullanilir
CON-D: Konjugat diliienti

SUB-C: Konsantre substrat. Diliiye edilerek kullanilir
SUB-D: Substrat diliienti igermektedir

a.DNA Izolasyonu:
S1v1 besi yerinden (BACTEC 12B): direkt 1 ml kiiltiir alind1 ve 15 dakika
10000 xg’de santrifiij edildi. Siipernatan atildi ve bakteri pelleti 200ul distile su

icerisinde vortekslenerek coziildii. (Bactec 12B’de iiremeyen fakat LJ besiyerinde



tireyen Orneklerde besiyerinden bir miktar koloni alind1 ve 300 pl distile su igerisinde

vortekslenerek ¢oziildii).

Yukanda ki sekilde hazirlanan bakteri siispansiyonlar1 95 °C’de 20 dakika 1s1

blogunda ya da kaynar su banyosunda inkiibe edildi ve sonra 15 dakika ultrasonik su

banyosunda sonike edildi.

Ornekler 5 dakika max. hizda santrifiij edilerek siipernatandan 5 ul alind1 ve

direkt PCR da kullanildi. (Hemen calisilmayan 6rnekler i¢in siipernatan baska bir

tiipe aktarilarak -20 °C’de sakland1 )

b.Amplifikasyon (Cogaltma): PCR master miksi temiz bir odada asagidaki

gibi hazirlandi ve de drnekler farkli bir yerde misklere eklendi.

Reaktif Miktar
PN Miks (PNM) 35l
10x PCR Buffer Sul
MgCl, Sul
TaqGold Polymerase 0.2 ul
Ornek Sul
Toplam PCR reaksiyon Hacmi = 50 ul

PCR Protokolii

L O —— 05:00 dakika
K (O — 00:30 saniye
58 °C  commmmmemeee 02:00 dakika
S R O ——— 00:25 saniye
53°C  cocmmmmemeee 00:40 saniye
{0 O ——— 00:40 saniye

VR o —— 08:00 dakika

} 10 Dongii

20 Dongii



c.Hibridizasyon: Auto-Lipa Cihaziyla otomatize olarak yapildi. Calismadan
once cihaza Fill sistem ve Auto Clean islemleri uygulandi. Uygun program secilerek
on 1sitma islemi baslatildi.(yaklasik 45 dk). Bu arada Hibridizasyon (HYB) ve
Stringent (STR) soliisyonlar1 cihazin 1sitict boliimiine yerlestirildi. (Bu soliisyonlar
kullanilmadan 6nce 37-45 °C’ye getirildi.)

CON-C ve SUB-C (+4 °C’de korunur) disinda ki diger tiim soliisyonlar oda
sicakliginda bekletilerek 1sitildi. Yeterli miktardaki konjugat ve substratin uygun
bufferlart ile 1/100 oraninda seyreltmeleri yapilarak hazirlandi.(Diliiye Substrat oda
sicakliginda 1siktan korumali olarak 4 hafta saklanabilir) Her bir 6rnek icin:

10 ul CON-C + 1 ml (1000 pl) Sulandirma soliisyonu (CON-D)

10 ul SUB-C + 1 ml (1000 ul) Sulandirma soliisyonu (SUB-D)

Sistem hazir hale geldiginde calisilacak 6rnek sayisi belirlendi ve program
baslatildi. Her kuyucugun iist kismina 20 pul Denatiirasyon sivisi (DEN), {izerine ise
amplifikasyon iirtinlerinden 20 pl pipetlendi. Pipetlenerek denatiirasyon sivisi ile
amplifikasyon iirtintiniin karigsmasi saglandi ve oda sicaklifinda 5 dakika inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonunda programa devam edildi ve cihaz her bir kuyucuga 1 ml
onceden 1sitilmig hibridizasyon sivist  (HYB) dagitarak hibridizasyonun
gerceklesmesi saglandi.

Bu sirada bir pens yardimiyla kuyucuklara stripler yerlestirildi. Stripler
yerlestirilirken renkli kisim yukarida olacak sekilde kondu ve tamamen siviya batmis
olmalar1 saglandi. 45 + 1 °C’de 30 dakika calkalanarak inkiibe edildi.

Siirenin sonunda kuyucuklardaki tiim siv1 cihaz tarafindan ¢ekildi ve her bir
kuyucuga 1 ml STR (Stringent Wash Solution) solusyonu eklendi ve 15 dakika 45 +
1 °C’de calkalanarak inkiibe edildi.

Siirenin sonunda kuyucuklardaki tiim siv1 cihaz tarafindan ¢ekildi ve her bir
kuyucukta ki strip tizerine bir kez Iml RIN (Rinse Solution) soliisyonu eklenerek 1
dakika ¢alkalanarak yikandi.

Daha sonra bu sivi 6nceki gibi bosaltildi. Kuyucuklar da ki striplerin iizerine
1 ml daha 6nceden sulandirilmis Conjugate eklendi ve 30 dakika calkalanarak inkiibe

edildi.



Inkiibasyon sonras1 Conjugate dokiilerek bosaltildi ve her bir strip 2 kez 1 ml

RIN (Rinse Solution) 1 kez de 1 ml distile su ile 1’er dakika calkalanarak yikandi.

Her bir strip iizerine 1 ml daha 6nceden sulandirilmis Substrate soliisyonu

eklendi ve karanlikta test kosullarina bagl olarak (oda sicakligi gibi) bantlarin

olusmasina gore 3 ile 20 dakika arasinda calkalamadan inkiibe edildi.

Bantlarin olustugu gézlemlendiginde stripler iki kez distile su ile yikandi ve

islem sonlandirildi. Stripler kuyucuklardan alinarak kurutma kagidimin arasina

konularak kurutuldu ve degerlendirme asamasina gecildi

d.GenoType MTBDR sonu¢ degerlendirme: Calismanin kabul edilebilir

olmasi i¢in asagidaki kosullarin saglanmasi gerekmektedir. Olusan bantlarin yorumu.

1)

2)

3)

4)

5)

Konjugat kontrol bandi: strip iizerinde konjugat baglanma ve substrat
reaksiyonunun  verimliligini  gostermektedir. Bu bandin  olugmasi
gerekmektedir.

Universal kontrol bandi: Bilinen tiim Mikobakterileri ve yiiksek G+C igerigi
olan Gram pozitif bakterileri tanimlar. Band siddeti Universal kontrol band
siddeti kadar veya daha giiclii olan band patternleri degerlendirmeye alinir.

M. tuberculosis complex bandi: M. tuberculosis complex iiyelerinden olusan
amplikonlarin varliginda band patterni olusur. Bu bolgede band olusmamigsa
test edilen bakteri M. tuberculosis complex’e ait degildir ve bu sistemle
degerlendirilemez.

rpoB ve katG: llgili gen bolgelerini ( rpoB uni ve katG uni ) gostermektedir.
Vahsi (Wild) tip bolgesinde olusan bandlar duyarliligi, mutasyon
bolgelerinde olusan bandlar ila¢ direncini belirlemektedir. Vahsi tip
bolgesinde cikmayan herhangi bir pattern c¢alisilan Ornegin direngliligini
gostermektedir.

rpoB problart: rpoB Uni bolgesi, genin rpoB’ye 0zgili bolgesini
gostermektedir ve her zaman bu bolgede band olusmalidir. Bes farkli rpoB
vahsi gen bolgesi (rpoB WT 1-5) ve dort adet mutant (rpoB MUT: D516V,
H526Y, H526D ve S531L) bolgesi bulunmaktadir. Band siddeti Universal
kontrol band siddeti kadar veya daha giicli olan band patternleri

degerlendirmeye alinir.



Ilgili bolgeler rpoB vahsi tip veya mutant geni belgelemektedir. Vahsi tip
bolgesindeki tiim bandlar olustugunda calisilan gen bolgesinde mutasyon yok
demektir. Eger mutasyon varsa, ilgili amplikon vahsi tip probuna
baglanamayacaktir. En azindan bir vahsi tip bolgesinde band olusmamasi
calisilan ornekte rifampicin direnci oldugunu gostermektedir.

Rif direncine sebep olan ve sik gozlenen bu dort mutasyondan herhangi biri
saptandiginda (rpoB MUT: D516V, H526Y, H526D ve S531L), ilgili vahsi

tip bolgesinde band olugsmamasi gerekmektedir.

6)

[ wWTs ]
WT1 | WT2 ] | WT 3 | WT5 ]
(816 528 1
MUT D516V MUT H524Y MUT 5531L
MUT H526D

Sekil 3.2: Vahsi tip ve mutant gen bolgesine ait prob bolgeleri:

Asagidaki 6zel durumlara dikkat edilmelidir.

katG problari: katG Uni bolgesi, genin katG’ ye 0zgii bolgesini
gostermektedir ve her zaman bu bolgede band olusmalidir. katG vahsi tip
probu 315. pozisyondaki INH diren¢ bolgesini saptamaktadir. Iki katG
mutant probu, katG geninde siklikla rastlanan INH diren¢ mutasyonlarini
saptamaktadir. Band siddeti Universal kontrol band siddeti kadar veya daha
giiclii olan band patternleri degerlendirmeye alinir.

Ilgili bolgeler katG vahsi tip veya mutant geni belgelemektedir. Vahsi tip
bolgesinde band olustugunda, diger iki mutant bolgede band
gozlenmeyecektir. Calisilan gen bolgesinde mutasyon yok demektir ve INH
duyarhidir. Eger mutasyon varsa, ilgili amplikon vahsi tip probuna
baglanamayacaktir. Vahsi tip bolgesinde band olugsmamasi calisilan 6rnekte

INH direnci oldugunu gostermektedir.



Eger diren¢ bu iki INH mutasyon bolgesinden (S315T1/2) kaynaklaniyorsa,
vahsi tip bolgesinde band olugmayacak ancak mutant iki bolgede (katG
MUTI1-MUT2) band gozlenecektir. Eger INH direnci, iki mutant gen
bolgesinden degil de vahsi tip gen bolgesinin oldugu yerden kaynaklaniyorsa

ne vahsi tip prob ne de iki mutant prob bolgesinde band gozlenmeyecektir.



4.BULGULAR

Calisma kapsaminda her hastadan sadece bir balgam 6rnegi alindi.
Tiiberkiiloz yoniinden incelenen 67 balgam Ornegi; iki farkli direkt mikroskopi
yontemi ile (karbolfuksin ve floresan), iki farkli kiiltiir yontemiyle (Lowenstein-
Jensen + BACTEC 12B) ve GenoType Mycobacteria Direct Test (GTMD)
yontemiyle incelendiler. Kiiltiirde tireyen 6rneklerde Bactec 460 TB sisteminde ve
GenoType MTBDR testi ile INH ve RIF direnci arandi. Caligilan testlerin kalite
kontrolii  Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177 standart susuyla yapildi

Caligilan tiim 6rneklerin test sonuglart Tablo 4.1°de goriilmektedir.



Tablo 4.1: Calisilan tiim 6rneklerin yontemlere gore test sonuglari
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Incelenen 67 ornekten 2 tanesinde kontaminasyona rastlandigi icin
calismadan cikarildi. Yayma ve MTBD testinde pozitiflik oldugu halde kiiltiirde
lireme saptanmayan bir hastamin, tedavi alip almadig ile ilgili kesin bilgiye

ulagilamadig i¢in calismadan ¢ikarildi.

Orneklerin alindig1 hastalarin 19 tanesi kadin, 45 tanesi erkekti. Yas dagilim
18-80 arasinda degismekteydi. (ortalama 44.15) Calismaya alinan 64 Ornegin 12
tanesi tiim yontemlerle negatifken 52 6rnekte en az bir yontemle pozitiflik saptandi.
Bunlarin 48’1 direkt mikroskopik inceleme ile pozitif olarak degerlendirildi.
Bactec12B’de 45 ornekte ilireme saptanirken, L-J besiyerinde 41 Ornekte iireme
saptandi. MTBD testinde 50 6rnek pozitif olarak degerlendirildi. Kiiltiirde tireyen
45 ornekten 4’iinde RIF, 3’iinde INH direnci saptandi.

Cesitli calismalarda ve Diinya Saglik Orgiitiinin (WHO) Onerisi
dogrultusunda mikobakterilerin kesin tanisi i¢in 6rneklerin bir kati besiyeri + bir s1vi
besiyeri ortamlarina kombine ekilmesi altin standart olarak belirtilmistir.(43,44,55)
Calismamizda bu oneri dogrultusunda Bactec 12B besiyeri + LJ besiyeri kiiltiir
kombinasyonu altin standart kabul edilerek hesaplanan diger yontemlerin duyarlilik,
ozgiillik, pozitif prediktif degerlerini (PPD) ve negatif prediktif degerlerini (NPD)
her yontem i¢in karsilastirarak degerlendirdik.

Aktif tiiberkiiloz tanisinda ARB saptanmasi genellikle ilk basamak olarak
kabul edilmektedir. Fakat boyamada kullanilan yontemler arasinda duyarlilik ve

ozgiilliik farki oldugu bilinmektedir.( 45)

Tablo 4.2°de goriildiigii gibi direkt mikroskopik inceleme ile 64 Ornegin
pozitif saptanan 48’i floresan boyama ile pozitifken karbolfuksin ile 38’1 pozitifti. 10
ornek sadece floresan boya ile pozitifken karbolfuksin boya ile negatif saptandi.

Floresan boya ile saptanamayip karbolfuksin ile pozitif saptanan 6rnek olmadi.



Tablo 4.2: Floresan boyamaya gore karbolfuksin boyamanin degerlendirilmesi

Floresan boyama + | Floresan boyama- | Toplam
Karbolfuksin Boyama + 38 - 38
Karbolfuksin Boyama - 10 16 26
Toplam 48 16 64
Duyarhilik:%79 PPD: %100
NPD: %62

Ozgiilliik: %100

Floresan boyama ile kiiltiir sonuglarini karsilastirdigimizda (Tablo 4.3)

kiiltiirde iireyen 45 6rnegin 43’i floresan boya ile pozitifken 2 6rnek negatifdi.

Kiiltiirde iiremeyen 19 6rnegin 14’ floresan boya ile negatifken, 5 ornek pozitifti.

Bu 5 hastanin 4’ tedavi almaktaydi.

Tablo 4.3: Kiiltiir ile floresan boyama yonteminin karsilastirilmasi

Kiiltiir (LJ ve/veya Bactec)

+ -
Floresan boyama + 43 5 48
Floresan boyama - 2 14 16
45 19 64
Duyarhilik: % 96 PPD: % 90
Ozgiilliik: % 74 NPD: % 88

Karbolfuksin boyama ile kiiltiir sonuglarim karsilastirdigimizda (Tablo 4.4)

kiiltiirde iireyen 45 ornegin 36’s1 karbolfuksin boya ile pozitifken 9 6rnek negatifdi.

Kiiltiirde iiremeyen 19 ornegin 17’si karbolfuksin boya ile negatifken, 2 6rnek

pozitifti.

Bu 2 hasta da tedavi almaktaydi. Calismamizda 64 Ornegin direkt

mikroskopik inceleme sonuclar ile kiiltiir (Bactec 12B ve/veya LJ) sonuglarini

degerlendirildigimizde antitiiberkiiloz tedavi alan ve almayan hastalar arasinda

yukarida belirtildigi gibi farlililiklar oldugu goriildii.




Tablo 4.4: Kiiltiir ile karbolfuksin boyama yonteminin kargilagtirilmasi

Kiiltiir (LJ ve/veya Bactec)

+ -
Karbolfuksin + 36 2 38
Karbolfuksin - 9 17 26
Toplam 45 19 64

Duyarhlik: % 80 PPD: % 95
Ozgiilliik: % 90 NPD: % 65

MTBD test sonuglar1 direkt mikroskopik inceleme ile karsilastirildiginda
Tablo 4.5’ de goriildiigii gibi 64 drnegin; 50 6rnek MTBD test ile pozitif saptanirken,
bunlarin karbolfuksin ile 38°i; floresan ile 47’si pozitif saptandi. MTBD ile negatif
saptanan Orneklerden higbiri karbolfuksin ile pozitiflik gostermezken sadece 1 tanesi
floresan ile pozitifdi. Karbofuksin ile negatif olarak degerlendirilen 12 6rnek MTBD
test ile pozitif saptandi, 14 6rnek her iki yontemle de negatifdi. Floresan boyama ile
negatif olarak degerlendirilen 4 6rnek MTBD test ile pozitifken, 12 6rnek her ikisi

ile negatifdi.

Tablo 4.5: Direkt mikroskopik inceleme ve MTBD test sonuglari

Karbolfuksin yontemi Floresan yontemi
+ - + -
MTBD + 38 12 47 4
MTBD - - 14 1 12
38 26 48 16
Toplam 64 64

Duyarlilik: % 76~ PPD: % 100  Duyarlilik: %92 PPD: % 96
Ozgiilliik: %100 NPD: % 54  Ozgiilliik: % 86 NPD: % 75




Calismamizda ornekler bir kati bir sivi olmak iizere iki besiyerine ekildi.
Uremelerini degerlendirdigimizde 64 ornegin 45’inde Bactec 12B’de iireme
saptanirken 19’unda tireme olmadig goriildii. (Tablo 4.6) LJ besiyerine bakildiginda
41 ornekte iireme saptanirken 23 ornekte tireme goriilmedi. Bactec 12 B’de iireyen
45 ornegin 4’tinde LJ besiyerinde iireme olmadi. 41 ornek her iki besiyerinde de
tiredi. 19 ornekte her iki yontemle de iireme goriilmedi. LJ’ goriilen tiim iiremeler
koloni morfolojisi ve pigment olusumu ag¢isindan incelendiginde M. tuberculosis
complex ile uyumluydu. (Acik krem renkli, kuru, ekmek kirigi goriiniimiinde
koloniler) Bactec 12B besiyerinde GI ~100 oldugunda yayma yapilarak karbolfuksin
ile boyandiginda iireyen tiim kolonilerin kord faktdr olusturdugu goriildii bu da
tireyen mikobakterinin M. tuberculosis complex oldugunu diisiindiirdii. Yine Bactec
450 TB sisteminin bir parcasi olan NAP testi uygulandiginda tiim tiremeler pozitif

olarak yani M. tuberculosis complex’le uyumlu olarak degerlendirildi.

Tablo 4.6: Bactec 12B ve LJ besiyerlerinde liremelerin degerlendirilmesi

Ureme (Bactec ) + Ureme (Bactec ) - Toplam
Ureme (LJ) + 41 - 41
Ureme (L)) - 4 19 23
Toplam 45 19 64
Duyarhilik: %91 PPD: %100
Ozgiilliik: %100 NPD: %83

Calismamizda cesitli testlerle degerlendirdigimiz 64 6rnegin alindig1 hastalar
degerlendirildiginde antitiiberkiiloz tedavi alan ve almayanlar arasinda farlililiklar
oldugu goriildii. (Tablo 4.7) Calisilan 64 6rnegin 52’sinin tedavi almayan tiiberkiiloz
siipheli hastalardan alindigr goriildi. Bu 52 hastanin 40’inda kiiltirde tireme
goriildii. Ureme goriilen 40 6rnegin 39’'u MTBD test ile pozititken 1°i negatifdi.
Ureme goriilen ve MTBD pozitif olan bu bir 6rnegin yaymasi pozitif olarak
degerlendirildi.  Kiiltiirde {iremeyen 12 Ornegin MTBD testi negatifdi ve bu

orneklerin yaymalan da negatifdi



Tablo 4.7: Tedavi almayan hastalarin testlere gore dagilimi

Kiiltiir + (bactec ve/veya LJ) Kiiltiir - (bactec ve/veya LJ)

MTBD + 39 -
MTBD - 1 12
Toplam (52) 40 12
Duyarlilik %97 PPD %100
Ozgiilliik %100 NPD %92

Calisilan 64 6rnegin 12’sinin antitiiberkiiloz tedavi alan hastalardan alindig
goriildii. (Tablo 4.8) Bu 12 hastanin 5’inde kiiltiirde tireme goriildii. Ureme goriilen
5 6rnegin hepsi MTBD testi ile pozititken negatif olan yoktu. Ureme goriilen ve
MTBD pozitif olan bu 5 06rnegin 4’tiniin yaymasi1 pozitifken 1’inin negatifdi.
Kiiltiirde tiremeyen 7 6rnegin 6’sinin MTBD testi pozitifdi ve bu 6rneklerin 4’iiniin
yaymasit pozitif 2’sinin yaymasi negatifdi. 12 Ornegin 9’u yayma pozitif 3’i
negatifdi. Bu 9 yayma pozitif drnegin 4’tt MTBD testi ve kiiltiirle pozitifken, 4’
MTBD ile pozitif, kiiltiir negatifdi. Yayma pozitif 1 6rnek ise hem kiiltiir, hem de
MTBD ile negatifdi. Yayma negatif 3 6rnegin 1tanesi kiiltiir ve MTBD pozitifken,

2’si MTBD testi ile pozitifken kiiltiirde tiremedi. Her {i¢ yontemle negatif olan drnek

yoktu.
Tablo 4.8: Tedavi alan hastalarn testlere gore dagilimi

Kiiltiir + (Bactec ve/veya LJ) Kiiltiir - (Bactec ve/veya LJ)

MTBD(+) MTBD(-) MTBD(+) MTBD(-)
Yayma(+) 9 4 - 4 1
Yayma(-) 3 1 - 2 -
Toplam (12) 5 - 6 1

Duyarlilik: %100 PPD: %45

Ozgiilliik: %14 NPD:%100




Ekim yaptigimiz 6rneklerden 45 tanesinde iireme goriildii. Ureme goriilen bu
45 ornekte direng varliginin aranmasinda klasik bir yontem olan Bactec 12B besiyeri
ve dirence neden olan mutasyonlar saptamayi hedefleyen MTBDR uygulanarak
INH ve RIF direnci arandi. Tablo 4.9’da goriildiigii gibi 45 6rnegin 41°i RiF’ne
duyarliyken 4’ii direncliydi.(%9) 45 6rnegin 40’1 INH’e duyarliyken 5’i direngliydi.
(% 11)

Tablo 4.9: INH ve RIF direncinin drneklere gore dagilimi

Duyarl Direngli Toplam
RIF 41 4 45
INH 40 5 45

Direncli drneklerin dagilimina baktigimizda 1 6rnekte sadece RIF direnci
(%2), 2 ornekte sadece INH direnci (%4), 3 ornekte ise RIF + INH direnci birlikte
(%7)saptand1.(Tablo 4.10)

Tablo 4.10. Ureyen drneklerde saptanan direncin dagilimi

Say1 %
Sadece RIF direnci 1 2
Sadece INH direnci 2 4
RIF + INH direnci 3 7

INH ve RIF direncini saptamada kullandigimiz iki yontemi birbiriyle
karsilastirdigimizda (Tablo 4.11) Bactec 12B’de RIF direni belirlenen 4 6rnegin
1’inde MTBDR ile diren¢ saptanamadi. 4 direncli susun 3’iinde ise her iki yontemle
de diren¢ saptandi. Bactec 12B’de 5 INH direnci belirlenen ornegin 2’sinde
MTBDR ile diren¢ saptanmadi. 5 Ornegin 3’iinde her iki yontemle de direng
saptandi. Bactec 12B ile diren saptanmayan hi¢bir 6rnekte MTBDR ile de direng

saptanmadi.



RIF direncini saptamada Bactec 12B ile MTBDR karsilastirildiginda (Tablo
4.11) duyarlilik %75, Ozgiilliik %100, PPD %75, NPD % 97 olarak belirlendi. INH
direncini saptamada Bactec 12B ile MTBDR karsilagtinldiginda duyarlilik %60,
Ozgiilliik %100, PPD %100, NPD % 95 olarak belirlendi.

Tablo 4.11:Direng saptamada kullanilan iki yontemin ilaglara gore dagilimi

Bactec + Bactec -
MTBDR + MTBDR - MTBDR + MTBDR -
RIF 3 1 - 41
INH 3 2 - 40

Sekil 4.1. Calismamizdaki 6 6rnegin GenoType MTBDR test stripleri

51.strip: WT 2 band1 kaybina bagli RIF direnci + WT band1 kayb1 ve T1 mutasyonuna
bagh INH direnci

9.strip: WTS5 band1 kayb1 ve MUT3 bandi olusumuna baglht RiF direnci + WT band1
kayb1 ve T1 mutasyonuna bagli INH direnci

50, 52, 55, 57. stripler: RIF+INH direnci yok



S.TARTISMA

Geleneksel yontemlerle laboratuvar tanisi zaman alict ve zahmetli olan
mikobakteriyel enfeksiyonlarin erken tan1 ve tedavilerinde giivenilir sonuglar veren
hizli testlere gereksinim duyulmaktadir. Son yillarda kullanimi giderek artan
molekiiler yontemler mikobakterilerin klinik Ornekten tanisinda, tiir diizeyinde
tanimlanmasinda, ila¢ direncinin belirlenmesinde ve epidemiyolojik aragtirmalarda
kullanilmaktadir. Niiklek asit tabanh testler, diger enfeksiyon etkenlerinde oldugu
gibi mikobakterilerde de ozgiil niikleik asit dizisinin, saptanabilecek diizeye
gelinceye kadar ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir. Geleneksel yontemlere gore
daha hizli tam1 konulmasini saglamakla birlikte bu testlerin klinik 6rnekte tiiberkiiloz
varliginin saptanmasinda altin standart olan direkt baki ve kiiltiir kombinasyonu ile
birlikte uygulanmasi 6nerilmektedir. (69)

Tamda ilk basamak olan direkt mikroskopik inceleme uygulanmasi kolay,
hizli ve ucuz olmakla birlikte duyarlilign diisiiktiir. Bir ¢ok yayinda yaymanin
duyarliligimin  %20-80 arasinda degistigi belirtilmektedir. Ayrica saptanan ARB
pozitif basilin hangi mikobakteri tiiriine ait oldugu belirlenemedigi gibi, canli ve 6lii
basil ayrimi da yapamamaktadir. Ayrica yaymanin hazirlandigi 6rnegin tipi,
yaymanin hazirlanma teknigi, kullanilan boyama yontemi, yaymay1 inceleyen kisinin
deneyimi ve hazirlanan yayma sayis1 duyarhiligi ciddi sekilde etkiler.(4, 28, 29)

Karbolfuksin boyamanin duyarliligini ve ozgiilligiinii Albay ve ark. %57, %
100; olarak bulmustur.(70) Biz ¢alismamizda H/D yaymalarin direkt mikroskopik
incelenmesinde karbofuksin yonteminin duyarliligm %80, ozgilliigiiniic %90
olarak bulduk. Floresan yonteminin duyarliliginin karbolfuksin yontemine gore daha
yiiksek oldugu bilinmektedir. Tarhan G. ve ark floresan yonteminin duyarliligini ve
ozgiilliigiinii swrasiyla  74.8%, 88.5% olarak bulmuslardir.(71) Biz kiiltiirle
kiyasladigimizda bu yontemin duyarhiligimi ve ozgiilliigiinii sirasiyla %96, % 74
olarak bulduk. Duyarliligin yiikksek olmasini ayni ornekten birden fazla yayma
hazirlanmasina, 6zgiilliigiin diisiik olmasini ise tedavi alan hastalarda goriilen yayma
pozitifligine ragmen kiiltiirde ireme olmamasina bagladik.

Yalanc1 pozitif yayma sonuglart genellikle tedavi alan hastalarda

goriilmektedir. Bu durumda tedavi basarisizligi, daha az oranda 6rnekte MOTT basil



varligl, teknik problemler veya Olii basil atilimi akla gelir. Tedavinin takibinde
yayma kullaniliyor olsa bile bu basillerin 6lii basil olabilecegi akilda tutulmalidir.
(72)

Ornekte bulunan basilin iiretilmesi hem canli basil varligmin saptanmasina
hem de tiplendirilmesine olanak saglar.(28,73) Ancak LJ gibi klasik besiyerlerinde
tireme gozlenmesi i¢in 2-4 hafta, Bactec 460TB gibi otomatize sistemlerde iireme
gbzlenmesi i¢in 7-14 giin siire gerekmektedir. Ayrica bakterinin tantmlanmasi i¢in de
ek siire gerekmektedir. (73)

Son yillarda bir ¢ok laboratuvarda uygulanan molekiiler testler zaman
acisindan ciddi avantaj saglamakla birlikte, bu yoOntemlerin klinik tanida
kullanilabilmesi i¢in standardize edilmeleri gerekmekte, bir kismi ise yiiksek maliyet
ve/veya deneyimli personel gerektirmeleri nedeniyle kullanimlar1 kisitlanmaktadir.
Bu yontemlerin duyarlilik ve o6zgiillikleri sirasiyla %92-100, % 85-100 arasinda
degismektedir. Duyarlilik ve ozgiillik 6rnegin tipine ve yayma pozitif-negatif
olmasma gore de degismektedir. Ornegin solunum yolu 6rneklerinde ve yayma
pozitif drneklerde bir ¢cok molekiiler yontemin duyarliligi ve 6zgiilliigii daha yiiksek
saptanmistir. (62,69,73)

Tiiberkiiloz laboratuvarlarinda fazla sayida degisik molekiiler tan1 yontemleri
denenmis olmakla birlikte, bu yontemlerin hi¢ biri heniiz mikroskopi ve kiiltiir gibi
konvensiyonel yontemlerin yerini alamamislardir. Bunun baslica nedenleri sunlardir :
(55,62)

Amplifikasyona dayali yontemlerin genel pozitiflik oranlarinin ve
duyarliliginin kiiltiirden anlamli derecede yiiksek olmayisi. Bu durum; balgam, idrar
ve BOS gibi drneklerde bulunan inhibitorlere veya uygun olmayan 6rnek alma ve
isleme kosullarinin kullanilmasina baglidir. Homojenizasyon ve dekontaminasyon ile
ornekteki canli basillerin %80’inin kaybolabilecegi hesaplanmistir (62). Ayrica
kiiltiir icin kullanilan 6rnek miktari, genelde, molekiiler yontemler i¢in kullanilandan
4-20 kat daha fazladir. Tiiberkiiloz basillerinin kiime halinde bir arada bulunma
ozellikleri goz oniine alindiginda, iyice homojenize edilmemis Srneklerde calisilan
hacim azaldik¢a duyarlilik da azalmaktadir. (62) Amplikon veya pozitif klinik
orneklerin birbirine karismasina bagli olarak hatali pozitiflikler olabilmektedir. (62)

Her klinik ©ornek icin kullanilabilecek, standardize edilmis ticari kitin heniiz



bulunmayisi. Mevcut ticari kitler genelde solunum yolu ornekleriyle caligilmaya
uygundur. (62)Tedavi gormiis olan hastalarda, klinik 6rnekte 6lii basil varliginda bile
DNA yontemleriyle pozitif sonug alinabileceginden, tedavinin etkinligini takip igin
kiiltiir gerekli olmaktadir. Bir calismada alti aylik tedaviden sonra Orneklerin
tamaminda kiiltiir negatif oldugu halde, %25 ornekte SDA ve PZR yoOntemleriyle
pozitif sonug¢ alinmistir. (55,62)

Molekiiler yontemlerin 6zellikle 7 giinden daha az tedavi alan veya son bir
yilda anti tiiberkiiloz tedavisi almamis olan hastalarda calisilmasi Onerilmektedir.
Boylece olii basil varligmma bagli goriilen yalanci pozitifliklerin sorun olmaktan
cikmas1 hedeflenmektedir. RNA’y1 hedef alan bir yontem olan MTBD testi ile
calismamizdaki tiim 6rnekleri MTBC varligi agisindan degerlendirdik. RNA’ nin dis
ortama DNA’dan daha dayaniksiz olmasi nedeniyle RNA’y1 hedef alan molekiiler
testlerde calisma ortamindaki veya hastadaki Olii basillerin neden olacagi yalanci
pozitifliklerin azalacag diisiiniilmektedir. (54,55)

MTBD testi ile sadece canli basillerin saptanabilmesi tedavi alan hastalarin
takibinde bu testin kullanilabilecegi ihtimalini akla getirmektedir. Biz de bu amacla
hem tedavi alan hem de tedavi almayan hastalardan alinan 6rnekleri degerlendirerek
sonuclarini kiiltiirle karsilastirdik. Calisilan 64 6rnegin hi¢birinde MTBC disinda bir
mikobakteri varligi saptanmadi. Tedavi almayan hastalarda MTBD testini standart
yontem olan kiiltiirle kiyasladigimizda duyarhiligi ve ozgiilliigii sirasiyla %97, %100
olarak saptadik. Bu oranlar tedavi alan hastalara baktigimizda %100, %14 olarak
degismektedir. Bu durum testin saptadigi basillerin canli basil olup olmadigi
sorusunu akla getirmektedir. Ancak bunu Ornekte belirli sayida canli basil
varliginda iireme goriilebilen Kkiiltiir yontemi ile acgiklamak uygun olmayabilir.
Tedavi alan hastalardaki yalanci pozitiflikler olii basillerin saptanmasi ise, test
DNA’y1 hedef alan diger molekiiler yontemlere bir iistiinliik saglamayacaktir.

Diger ¢aligmalara baktigimizda Luna FFA. ve ark 128 6rnegi (pulmoner ve
diger) igeren calismalarinda MTBD testi ile Cobas amplicor MTB’yi
karsilagtirmislar ve. MTBD’nin duyarliligim ve ozgiilliigiini sirasiyla %92, %100
olarak tespit etmislerdir. (74). Weizenegger M ve ark MTBD testini kiiltiir ile
karsilastirdiklarr 523 6rnegi kapsayan bir ¢aligmada duyarlilik ve 6zgiilliigii sirasiyla

%82, %99 olarak bulmuglardir. (75) Calismamizin sonuglarina bakildiginda diger



arastirmacilarin sonuglar birbirine parelel olarak GenoType Mycobacterium Direkt
testinin  kiiltiirle kiyaslandiginda yiiksek bir o6zgiillikkle (%97) tiiberkiiloz
infeksiyonlarinda iyi bir saptayici olabilecegi goriilmektedir.

Calismamizda test edilen 64 oOrnegin 16’s1 (%40) yayma negatif olarak
bulunmustur. Karbolfuksin boyama ile yayma negatif 26 Ornegin 12’si (%46)
MTBD ile pozitif olarak degerlendirilmistir Floresan boyama ile 64 6rnegin 16’s1
(%25) yayma negatif bulunmustur. Bu 16 6rnegin 4’ii (%25) MTBD ile pozitif
bulunmustur. Bu sonuglar karsilastirildiginda, yontemin yayma negatif vakalarin
erken tanisinda etkin bir rol oynayabilecegi diisiiniilebilir.

Tedavi alan hastalarda yapilmis bir ¢calismaya rastlanmamustir.

Tiiberkiilloz olgularinin artisina ilave olarak, bu olgularin biiyiikk bir
cogunlugunda, tedavide kullanilan primer antitiiberkiiloz ilaclardan bir veya ikisine
yiiksek direng gosteren suslar etken olmakta, bu da tiiberkiilozun tedavisinde sorunlar
yaratmaktadir. Hastaligin kontrol altina alinmasi i¢in Klinik Mikrobiyoloji
laboratuvarlar1 arastirmacilari, en kisa siire iginde dogru sonuglara ulagsmayi
hedefleyerek, kullandiklar1 yontemleri siirekli iyilestirme cabasi igine girmislerdir.

Tiiberkiiloz basilinin saptanmasinin ve kiiltiirde dretilmesinin ardindan
mikrobiyoloji laboratuvarinin en 6nemli gorevi oncelikle tedavide ilk secenek olan
primer ilaglara kars1 duyarlilik testi yapilmasidir. Onerilen, her hastaya ait ilk izolat
icin duyarhilik testinin yapilmasi, iki aylik tedaviye ragmen Kkiiltiirii pozitif olan
hastalarda tekrarlanmasidir.(60) ilac diren¢ testlerinin geleneksel yontemlerle
saptanmasi, izolasyonda oldugu gibi zahmetli ve zaman alicidir.  Molekiiler
yontemlerle direncten sorumlu mutasyonlarin gosterilmesi direnci kanitlarken,
diren¢li oldugu saptanan fakat mutasyonlarin gosterilemedigi olgular, direncten
sorumlu bagka mutasyonlarin veya baska mekanizmalar1 olabilecegini
diistindiirmektedir. (60,69)

Durmaz R. ve ark 2000 yilinda Malatya’da yaptiklart 88 M. tuberculosis
susunda primer direnc arastirllmasini iceren calismalarinda en az bir ilaca direng
%33, ¢ok ilaca direng %1.1, tek ilaca diren¢ INH igin %10, RIF i¢in % %0 olarak
belirlenmistir.(69) Senol G. ve ark. 2001 yilina ait bir caligmalarinda klasik
yontemle bakilan direnc oranlarina bakildiginda INH’e toplam direng %8, RiF ne



toplam diren¢ %9 olarak saptanmistir. Sadece INH direnci %1.9, sadece RIF direnci
ise % 1.7, INH + RIF direnci %1.6 olarak saptanmustir.(76)

Biz calismamizda 45 6rnegin 41’ini RiF’ne duyarli 4’iinii direncli (%9)
bulduk. 45 6rnegin 40’1 INH’e duyarliyken 5°i direncliydi.(% 11). 16rnekte sadece
RIF direnci (%2), sadece INH direnci 2 ornekte (%4), 3 ornekte de RiF + INH
direnci birlikte (%7) saptandi. Buldugumuz sonuclar genel diger c¢alismalarla
uyumludur. RIF + INH direncinin yiiksek olmasinin(%7) nedeni ¢calismamizda tedavi
alan hastalardaki 5 tiremenin de bulunmast ile agiklanabilir. Ila¢ kullanan hastalarda
direncin daha yiiksek oldugu, dolayisiyla sekonder direncin yiiksek oldugu
bilinmektedir. Yolsal N. ve ark. yaptigi 1990-1995 metaanaliz sonuglarina gére INH
icin primer diren¢ %8.8’ken sekonder diren¢ %30; RIF icin primer diren¢ %8.9’ken
sekonder direng %31 olarak saptanmistir.(20)

Brossier F. ve ark.2003-2004 yillar1 arasinda yaptigi 113 M.tuberculosis
susunda MTBDR testi ile niikleotid sekans analizi sonuglan karsilagtirllmigtir. Testin
duyarliligi RIF direnci icin %100, INH igin %67 olarak bulunmustur.(77) Hillemann
D. ve ark 143 sus ile yaptiklart calismalarinda sekans analizi ve MTBDR testini
kiyaslamislar. MTBDR nin duyarhlik ve 6zgiilliigiinii sirasiyla RIF icin %99, %100;
INH igin %88, %100 olarak bulmuslardir.(78) Cavusoglu ve ark. caligmalarinda
testin duyarliligim sekans analizi ile karsilastirdiklarinda sirastyla RIF icin %95, INH
icin %87 olarak tespit etmislerdir.(79)

Biz calismamizda RIF direncini saptamada Bactec 12B ile MTBDR
karsilastirdigimizda duyarlilign %75, ozgiilligi %100, PPD %75, NPD % 97 olarak
belirledik. INH direncini saptamada Bactec 12B ile MTBDR Karsilastirildiginda
duyarlilik %60, 6zgiilliik %100, PPD %100, NPD % 95 olarak belirledik.Sonuglar
degerlendirilirken test ettigimiz direngli sus sayisinin az oldugu (RIF direngli 4, INH
direncli 5) g6z Oniine alinmalidir. Yine de calismamizin sonuclarinin diger
calismalara yakin oldugu goriilmektedir. Sonu¢larimiz direncin hizli saptanmasinda

MTBDR testinin yararl olabilecegini diisiindiirmektedir.



6. SONUC

Geleneksel tan1 yontemleri olan direkt mikroskopik inceleme ve Lowenstein-
Jensen besiyerinde kiiltiir, her basamak laboratuvar kosulunda uygulanabilecek ve
kurallarina uygun calisildiginda oldukga degerli olan yontemlerdir. Ancak direkt
mikroskopik incelemede kullanilan boyama yontemlerine bakildiginda karbolfuksin
boyamanin floresan boyamaya gore duyarliliginin diisiik olmast; floresan boyamanin
ise daha pahali olmas1 ve floresan mikroskop gerektirmesi kotii yanlardir. Klasik
kiiltiir sonuglarinin 4-8 hafta gibi uzun siirelerde ¢ikmasi, yeni gelistirilen hizli tani
yontemlerin rutin uygulamalarda yer almasini1 zorunlu hale getirmistir.

Kiiltiire dayali hizli tam yontemlerinden olan BACTEC 460 TB sistemi,
klinik olumlu hasta 6rneginde mikobakterileri liretme orami ve siiresi agisindan L-J
ile karsilastinlldiginda daha kisa siirede ve yiiksek oranda sonu¢ alinmaktadir.
Uygulama sirasinda sistemin; laboratuvar is yiikii ve radyoaktivite ihtiva eden
atiklarinin  olmas1 dezavantaj olusturmasimna ragmen, Ozenle calisildiginda
kontaminasyon oraninin diigilk olmasi, mikobakteri iiretme oraninin yiiksek olmasi
ve daha kisa siirede sonuc¢ alinmasi nedeniyle hizli tam1 amaciyla kullanilabilecegi
goriisiindeyiz.

Uygulamasi kolay, duyarli, 4-6 saatte sonu¢ verebilen GenoType
Mycobacterium Direkt Testin, hizli sonu¢ vermesi, yayma negatif Orneklerde
pozitifligi yakalayabilmesi, uygun kosullarda calisildiginda duyarliligimin ve
ozgiilliglintin yiiksek olmas1 olumlu o6zellikleri olarak goze carpmaktadir. Ancak,
diger molekiiler testlerde oldugu gibi laboratuvar ¢alismasi sirasinda kontaminasyon
nedeniyle yalanci pozitif veya negatif sonuclarin goriilmesi ve testin ¢alisilmasi igin
0zel cihazlar gerekmesi ve testin pahali olusu olumsuz yonleri olarak karsimiza
cikmaktadir. Calismamizda tedavi almayan hastalarda yalanc1 pozitiflige
rastlanmamigtir. Ancak tedavi alan hastalarda goriilen yalanci pozitifliklerin canli
basil-6lii basil kavrami acisindan irdelenmesi gerektigi ve bu konunun yeni
arastirmalara konu olabilecegi diisiiniilmektedir.

GenoType MTBDR testinin geleneksel duyarhilik testleri ile kiyaslandiginda
4-6 saat gibi bir siirede sonuclanmasi, duyarhiliginin ve 6zgiilliigiiniin yiiksek olmasi

(6zellikle RIF icin) olumlu ozellikleri olarak goze carpmaktadir. Testin calisilmasi



icin ozel cihazlarin gerekmesi ve testin pahali olusu, sadece RIF ve INH direncinin
test edilebilmesi testin olumsuz yonleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica testin
dirence neden olan bazi mutasyonlar1 saptayamamasi (6zellikle INH icin) yine testin
olumsuzlugu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Sonu¢ olarak, Mycobacterium tuberculosis'in hizli tanisinda GenoType
Mycobacterium Direkt ve GenoType MTBDR testi, calismamizdaki diger
yontemlerle karsilastirildiginda iyi bir potansiyele sahiptir. Ancak bu yeni testler,
daha fazla sayidaki balgam O©rnegi ile degerlendirilmelidir. GenoType
Mycobacterium Direkt testinin tedavi alan hastalarda 6zgiilligiiniin diisiik olmasi,
ornekte iireme olmast icin belirli miktarda canli basil olmas1 gerektigi goz Oniine
almarak daha hassas testlerle yapilacak caligmalarla agiklanabilir. Ayrica balgam

dis1 orneklerde yapilacak calismalara gereksinim vardir.
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